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SOMMAIRE
Cinq genes de fusion ont ete crees par manipulations genedques. Ces genes codent pour des
chitosanases modulaires munies d'un domaine d'attachement a la cellulose. Ces cinq genes ont
ete nommes csn-g-xbd, csn-g-cbdcex, csn-pt-cbdcex, csn-neg-cbdcex et csn-pos-cbdcex-
Tous ces genes, de meme que Ie gene csn-cbdcex obtenu lors de travaux precedents, ont ete
exprimes dans 1'actinomycete Streptomyces lividans TK24.
L'analyse des proteines extracellulaires produites par les souches transformees demontre que
les genes de fusion sont exprimes par S. Uvidans mais que la majorite (environ 60 a 99%) des
peptides produits ont une masse moleculaire apparente (evaluee par electrophorese sur gel de
polyacrylamide-SDS denaturant) comparable a la masse du module catalytique CSN seul. fl est
done suggere que les enzymes modulaires sont clivees sous 1'action des proteases endogenes
du microorganisme producteur. L'expression des genes csn-g-xbd et csn-cbdcex a mene aux
meilleurs taux de production d'enzymes de fusion dont la masse apparente est voisine de la
masse attendue pour ces enzymes dans leur forme complete.
Malgre une faible production d'enzymes modulaires intactes, ces demieres ont pu etre
immobilisees par simple contact des sumageants de cultures avec de la cellulose
microcristalline. L'activite des enzymes immobilisees a ete etudiee a 1'interieur de bioreacteurs
de type colonne (ou a lit fluidise) utilises en continu. H a ete observe que toutes les enzymes,
une fois immobilisees, demeurent actives sur Ie chitosane de haut poids moleculaires en
solution. U a aussi ete observe que Ie degre d'hydrolyse varie en fonction du debit de la
solution de chitosane a travers les bioreacteurs. Aucune fuite d'enzyme n'a pu etre detectee lors
de 1'utilisation des bioreacteurs. L'inactivation des enzymes immobilisees suit une cinetique
exponentielle. Des demi-vies de 1'ordre de dizaines de jours ont ete observees a 37°C pour les
enzymes CSN-G-XBD, CSN-CBDc^ et CSN-PT-CBDc^. Des essais a 45°C ont montre des
demi-vies de 1'ordre de quelques jours pour les enzymes CSN-PT-CBDcex et CSN-G-CBDcex-
Ces resultats ont permis de prouver la faisabilite technique d'un precede d'hydrolyse du
chitosane a 1'aide de chitosanases modulaires immobilisees.
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1.1 La chitine et Ie chitosane
La chitine est un polysaccharide lineaire forme d'unites de N-acetyl-glucosamines liees entres
elles par des liens glycosidiques de type p-1,4. C'est Ie deuxieme polymere Ie plus abondant
dans la nature apres la cellulose. Le chitosane est un deriye_pardellement ou totalement
deacetyle de la chitine. Les structures de ces deux molecules sont presentees a la figure 1.1.
La chitine se retrouve naturellement dans les teguments d'insectes, de nematodes et
d'invertebres marins. On en retrouve egalement dans la paroi cellulaire de certaines algues et
dans les parois de champignons. La principale source de chitme exploitee commercialement
demeure neanmoins les carapaces d'invertebres marins qui sont foumis en grandes quantites
par 1'industrie de la transformation alimentaire des cmstaces. Pour ces industries, les teguments
sont un veritable dechet et leur utilisation est une forme de revalorisation de la biomasse.
Les champignons utilises par 1'industrie des fermentations sont une deuxieme source de chitine
exploitee commercialement. Ces industries de femientation produisent, entre autre, des
antibiotiques et de 1'acide citrique. Dans ce cas, la chitine est extraite des parois des
microorganismes apres leur utilisation en fermenteur. B s'agit done d'un autre exemple de
revalorisation de la biomasse.
De son cote. Ie chitosane est retrouve naturellement dans la paroi des zygomycetes (une
division du regne des champignons), la paroi de certaines algues vertes et, de fagon
temporaire, dans la carapace d'arthropodes (insectes, cmstaces, etc.) lors de leur mue.








NH2 H NHCOCH3 ( • )
Figure 1.1: Structure de la chitine et du chitosane. Les liens glycosidiques sont de type
P-1,4. Dans la chitine, tous les residus sont acetyles (COCHs) sur leur carbone n 2. Dans
Ie cas du chitosane seulement une partie des residus sont acetyles a cette meme position.
On note egalement la presence de groupements alcool (OH) sur les carbones n°3 et n 6,
tant pour la chitine que pour Ie chitosane. Egalement, les residus non acetyles du
chitosane presentent un groupement amine (NN2) sur leur carbone n°2. La lettre "n"



















Figure 1.2: Principales etapes de preparation de la chitine et du chitosane
a partir de carapaces de crustaces.
Les principales etapes qui menent a 1'extraction de la chitine et a sa transformation en
chitosane sont presentees a la figure 1.2.
Le chitosane est soluble en solution aqueuse legerement acide. Dans cet etat, il est charge
positivement. De plus chacun des residus qui compose Ie polymere possede deux groupements
^ OH et les residus deacetyles possedent egalement un groupement NH2. Ces groupements
peuvent etre substitues par voies chimiques de fagon a obtenir du chitosane modifie (Hirano,
^1997).
1.2 Applications du chitosane
Le chitosane, dans ses etats naturel et modifie, possede plusieurs applications potentielles.
Dans Ie domaine de la culture des vegetaux (domaine agricole, horticole, etc.), plusieurs etudes
demontrent 1'induction des mecanismes de defense, tant locaux que systemiques, chez les
plantes traitees a 1'aide de chitosane. Differents traitements ont ete etudies, par exemple:
1'applications de chitosane sur les semences (Benhamou et al., 1994), dans Ie milieu de
germination (Li et al., 1995), directement sur les plantes (Lafontaine et Benhamou, 1996) ou
encore dans des cultures de cellules vegetales en suspensions (Popp et al., 1996). Les
differents types de mecanismes de defense induits comprennent: la production de
phytoalexines (Kuchitsu et al., 1997 ; Akiyama et al., 1995); la production de proteines reliees
a la pathogenese, telles des chitinases, chitosanase et beta-1,3 glucanases acides (Li et al., 1995
; Wu et al., 1997) et la production d'ethylene (Popp et al., 1996).
Le chitosane est aussi utilise comme agent coagulant dans Ie traitement des eaux usees,
principalement dans Ie domaine de la transformation alimentaire (Pinotti, 1997).
Dans Ie domaine medical, on exploite les proprietes cicatnsantes du chitosane en 1'utilisant
dans la confection de fils de suture, de peaux artificielles et de lentilles comeennes. On utilise
egalement des chitosanes modifies pour favoriser la regeneration des os (Muzzarelli et al.,
1997).
En pharmacologie, Ie chitosane est utilise dans la confection de capsules et d'eponges
permettant un relachement graduel des agents medicamenteux ou encore apres que ceux-ci
aient franchi 1'environnement acide de 1'estomac. (Chen et Tsaih, 1997 ; Tozaki et al, 1997 ;
Oungbho et Muller, 1997).
Dans Ie domaine du textile quelques applications sont bien developpees. Celles-ci exploitent
1'activite anti-microbienne, la biocompatibilie et la biodegradabilite des fibres de chitosane
dans la confection de vetements et de pansements. On utilise egalement Ie chitosane pour
dimmer les colorants lors du traitement des eaux usees de cette meme industrie (Hudson,
1997).
Zhang et Quantick (1997) proposent egalement d'appliquer du chitosane sur les fruits pour
ralentir leur brunissement et leur pourrissement.
Voila done quelques applications du chitosane qui sont etudiees ou exploitees a ce jour.
Evidement cette liste est non exhaustive et de nouvelles applications restent encore a etre
imaginees et developpees.
1.3_ Le^chjtosane olisomeriaue
L'hydrolyse du chitosane permet la production de chaines plus courtes. Ces molecules seront
designees, dans ce memoire, par les deux termes suivants : 1- Le chitosane oligomerique (ou
oligomeres de D-glucosamines partiellement acetylees) pour les molecules dont la taille varie
generalement entre 1 et 15 unites. 2- L'hydrolysat de chitosane, lorsque la taille des molecules
est superieure a 15 unites. Dans ce cas, Ie poids moleculaire moyen des chaines est egalement
specifie.
Outre 1'hydrolyse du chitosane de haut poids moleculaire, de nouvelles methodes de
production du chitosane oligomerique sont a 1'etude.
D'abord la synthese in vivo, dans des souches de Escherichia coli porteuses des genes nodC ou
nodBC, codant respectivement pour une chitooligosaccharide synthetase et une
chitooligosaccharide N-deacetylase. La culture intensive de ces souches recombinantes a
permis a Samain et al. (1997) d'obtenir jusqu'a 2.5 g d'oligomeres de 5 unites de longueur par
litre de culture.
Une methode de synthese in vitro est aussi en developpement. Celle-ci permet d'obtenir des
oligomeres de 4 a 12 unites de longueur par une voie chimio-enzymatique provoquant la
transglycosylation de molecules de chitotrioses N-acetyles (Akiyama et al., 1995). Un
desavantage de cette methode est la non accessibilite du substrat de depart, Ie chitotriose N-
acetyle, qui doit etre obtenu par hydrolyse de la chitine ou par synthese dans E. coli.
A 1'heure actuelle, ces nouvelles methodes permettent de produire des quantites restreintes
d'oligomeres. L'hydrolyse demeure done une methode de choix pour Ie developpement d'une
methode de production d'oligomeres et d'hydrolysats de chitosane de toutes tallies.
L'hydrolyse du chitosane peut etre obtenue par traitement chimique avec des acides forts tels
1'acide chlorhydrique ou 1'acide fluorhydnque (Horowitz et al., 1957 ; Domard et Cartier,
1989). On peat egalement trailer Ie chitosane par voies enzymatiques, soit par des enzymes
specifiques nominees chitosanases (Somashekar et Joseph, 1996), soit par des enzymes qui
possedent une activite non specifique sur Ie chitosane. Parmi celles-ci, Terbojevich et al.
(1996) rapporte les types d'enzymes suivants: cellulase; hemicellulase; amylase; dextranase;
pectinase; lipase et les proteases suivantes : la pepsine, papaihe, bromelaine, ficine et
pancreatme.
Le chitosane oligomerique et les hydrolysats de chitosane possedent, eux aussi, un eventail
d'applications potentielles. H s'agit parfois d'applications comparables a celles du chitosane de
haut poids moleculaire tel que 1'induction des mecanismes de defense chez les vegetaux par
exemple. Toutefois, d'autres applications, bien specifiques aux molecules de petites tallies,
sont a 1'etude. La petite taille des oligomeres rend ces molecules solubles dans 1'eau et done
plus accessibles a des pH physiologiques. Ceci permet d'envisager leur utilisation dans des
applications medicales, pharmacologiques et dietetiques ce qui ouvre la voie au
developpement de produits biotechnologiques a fortes valeurs ajoutees.
Au cours des annees 80, plusieurs recherches ont porte sur 1'utilisation des oligomeres de
glucosamine. Seng (1988), Yamasaki (1992) et Somashekar (1996) rapportent les decouvertes
des activites antibacterienne, antifongique, antitumorale et immunostimulante de ces
composes.
Toutefois, la recherche et Ie developpement d'applications reliees aux oligomeres ont
beaucoup diminue au cours des annees '90. Quelques etudes ont demontre 1'effet
phytoprotecteur des oligomeres chez les plantes (Li et al., 1995 ; Dutton et al., 1997 ; Akiyama
et al., 1995). LeHoux et Grondin (1993) ont egalement demontre qu'une diete contenant des
hydrolysats de chitosane de 70 kDa permet de maintenir une bonne homeostasie du niveau de
cholesterol chez les rats, malgre une augmentation de la quantite de cholesterol ingere.
En somme, il est clair que la non accessibilite de ces composes au niveau commercial diminue
considerablement la recherche et Ie developpement de leurs applications. En 1996-7, a notre
connaissance, une seule compagnie vend du chitosane oligomerique dont la taille maximale est
de 6 unites de longueur, tandis qu'on reconnait que les oligomeres dont la taille varie entre 5 et
15 unites sont les plus susceptibles de posseder une activite physiologique (Muraki, E. et al.,
1991). Neanmoins, Ie cout de ces hexameres de glucosamines represente bien leur rarete
puisqu'ils se detaillent a 330$ US Ie 100 mg (PDI, BioScience).
1.4 Hvdrolyse du chitosane
L'hydrolyse avec des acides forts est peu compatible avec une utilisation des produits dans les
domaines pharmaceutique, medical ou dietetique. De plus 1'hydrolyse totale mene a la
production de monomeres alors que les produits recherches doivent avoir au mains 6 unites de
longueur. Une hydrolyse partielle doit done etre obtenue. Avec 1'acide fluorhydrique (HF),
Bosso et al. (1986) ont produit des oligomeres de 10 unites et moins en traitant 25g de
chitosane dans 100 ml d'acide a 20 C pendant 2 heures. Avec 1'acide chlorhydrique, Domard et
Cartier (1989) ont obtenu une hydrolyse moderee en traitant 2 g de chitosane dans 100 ml
d'acide concentre (-12 M) a 72 C pendant 30 a 180 minutes, produisant ainsi un eventail
complet de molecules de tallies differentes. Toutefois, plus 1'hydrolyse est poussee, plus la
repartition des produits est etendue.
L'hydrolyse chimique necessite done 1'utilisation de grande quantite d'acide pour trailer de
petites quantites de chitosane. De plus, pour envisager une utilisation medicale, dietetique ou
pharmaceutique des produits, toute trace d'acide doit etre eliminee des oligomeres (Muraki, R.
et al., 1993) ce qui entrame des couts de production considerables.
Pour toutes ces raisons, 1'hydrolyse enzymatique du chitosane semble etre la solution de choix
dans Ie developpement d'un procede de production d'oligomeres a moyenne echelle. Tout
comme pour 1'hydrolyse chimique, Ie traitement enzymatique extensif du chitosane mene a la
production de dimeres et trimeres de glucosamines avec des traces de monomeres. Une
hydrolyse partielle doit done etre realisee. Dans les precedes d'hydrolyse en discontinu
("batch"), 1'enzyme doit etre inactivee puis eliminee du produit. Ces deux etapes entrainent des
couts de production considerables, surtout si 1'enzyme est inactivee apres un court temps
d'utilisation. Dans ce cas, Ie cout de production des enzymes est reparti sur une production non
optimale d'oligomeres.
Pour ces raisons, 1'immobilisation des enzymes presente des avantages evidents. D'abord cette
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methode permet d'utiliser les enzymes en continu ou en repetition. Egalement, la purification
des produits est facilitee puisque les enzymes demeurent fixees a leur support. Finalement
dans plusieurs cas d'immobilisation, la stabilite des enzymes est augmentee par rapport a leur
stabilite a 1'etat libre (Coutouly, 1991).
Jusqu'a maintenant, trois groupes de recherches ont public des resultats d'etude visant a
developper des systeme d'enzymes immobilisees pour 1'hydroyse du chitosane.
Davis et Eveleigh (1984) ont immobilise une chitosanase de Bacillus circulans de quatre
famous differentes: 1- par simple adsorption sur du charbon et de la bentonite, 2- par
confinement physique ("physical entrapment") a 1'interieur de membranes de collagene, 3- par
liaisons covalentes sur une membrane de collagene-glutaraldehyde et 4- par liaisons covalentes
sur des billes d'agarose activees au carbodiimidazole. Avec les 2 premieres methodes, une
desorption rapide des enzymes a ete observee et done peu d'activite etait conservee a travers Ie
temps d'utilisation. Par liaisons covalentes, 1'activite apres immobilisation correspond a 5-10%
de 1'activite initiale des enzymes. Cette diminution s'explique par Ie fait que la liaison
covalente implique la participation des groupements amines des a. a. de 1'enzyme (Coutouly et
al., 1991) ce qui affecte 1'activite enzymatique. Toutefois la stabilite des enzymes immobilisees
de cette fa9on est tres grande. Lors d'une experience avec les enzymes immobilisees sur des
billes d'agarose activees au carbodiimidazole, apres 21 jours d'utilisation a I'interieur d'un
reacteur de type colonne a 37°C, a peine 20% de 1'activite initiale a ete perdue. Parmi les
desavantages de 1'immobilisation par liaisons covalentes, notons que les agents chimiques
impliques sont generalement tres toxiques et doivent etre completement elimines du support
avant son usage a des fins commerciales. Egalement, 1'immobilisation requiert plusieurs etapes
et 1'utilisation de reactifs chimiques denaturants. Finalement, Ie rendement de 1'immobilisation
depend de lapurete de 1'enzyme (Coutouly, 1991).
Yamasaki et al. (1992) ont evalue la possibilite d'immobiliser une enzyme chitosanolytique de
Enterobacter sp. G-l de quatre differentes fa9ons: 1- par immobilisation ionique sur une resine
echangeuse d'anions fortement basique, 2- par immobilisation covalente sur une resine
echangeuse d'ions faiblement basique traitee a la glutaraldehyde, 3- par adsorption sur du
chitopearl (bille contenant du chitosane hydrophobique qui lie les ions) et 4- par confinement
sur alginate de calcium ("gel entrapment"). Leurs resultats demontrent que les immobilisations
ionique et par adsorption permettent un relachement important des enzymes. L'immobilisation
sur alginate de calcium n'a pas permis d'obtenir une bonne hydrolyse du chitosane. Pour
expliquer ce resultat, les auteurs proposent que Ie substrat ne pouvait passer a travers Ie gel.
Finalement 1'immobilisation covalente a la glutaraldehyde diminue encore de fagon
considerable 1'activite initiale des enzymes.
Le dernier travail est celui de Terbojevich et al. (1996). Ce groupe a immobilise une papaine
de Carcia papaya sur de la poudre de chitine par liaisons covalentes. Encore une fois,
1'enzyme est couplee par voie chimique a 1'aide de la glutaraldehyde ce qui lui fait perdre une
partie de son activite. L'enzyme doit etre purifiee avant immobilisation. De plus elle dive Ie
chitosane de fagon non specifique. Elle est done moins efficace que les chitosanases dans cette
hydrolyse et demande un long temps de reaction pour obtenir des hydrolysats de courtes tallies.
Suite a ces travaux, il apparait clairement qu'une methode d'immobilisation simple et efficace
serait d'une grande utilite dans Ie developpement d'une methode de production d'oligomeres et
d'hydrolysats de chitosane a moyenne echelle. fl s'agit du premier objectif des travaux
effectues dans Ie cadre de cette maitrise. Pour 1'atteindre, nous avons imagine et realise des
constructions genetiques permettant de produire des chitosanases pluri-modulaires portant des
domaines d'attachement a la cellulose.
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1.5 Les domaines d' attachement a M cellulose
Les domaines d'attachement a la cellulose (CBD) sont des modules proteiques qui permettent
1'attachement des proteines a la cellulose. D'abord identifies chez les cellulases, la presence de
CBDs a ensuite ete demontree dans d'autres types d'enzymes hemicellulosiques tels des
xylanases, glucanases, acetyl esterase, etc. (Millward-Sadler et al., 1994). On sait aujourd'hui
que des domaines d'attachement sont egalement retrouves dans des proteines depourvues
d'activite enzymatique tel que les sous-unites d'assemblage ("scafolding subunits") des
cellulosomes (Lamed et al., 1994). On retrouve egalement des CBDs chez des chitinases mais
aucune chitosanase possedant un tel domaine d'attachement n'a ete identifiee a cejour.
La denomination "CBD" dent tant pour les domaine d'attachement a la cellulose, que des
domaines d'attachement au xylane et a la chitine. En fait, non seulement Ie "C" convient bien
aux termes cellulose, chitine et "carbohydrate", mais de plus la specificite des domaines
d'attachement etudies a ce jour est tres variable. Ainsi, il arrive regulierement que Ie CBD
d'une cellulase reconnaisse Ie xylane et/ou la chitine. L'inverse est vrai pour un CBD de
chitinase ou de xylanase. Ceci n'a rien de surprenant si on considere que tous les CBDs
reconnaissent des polysacchandes qui, jusqu'a un certain point, possedent des compositions
chimiques et des structures comparables. Des considerations evolutives peuvent meme
expliquer qu'une xylanase possede un CBD liant la cellulose fortement puisque la structure de
la cellulose varie beaucoup moins que celle du xylane et que les deux composes sont retrouves
en etroite association dans la nature (Black et al., 1995).
La liaison des CBDs a leur substrat serait permise par trois type d'interactions: 1- Des liens
hydro genes classiques entre les atomes polaires. 2- Des interactions directes entre les sucres et
les acides amines aromatiques (tryptophanes et tyrosines), toujours presents dans les CBDs. A
ce niveau la polansation des electrons K dans les cycles aromatiques apporterait un gain
d'energie considerable a la liaison. 3- Augmentation de la stabilite par la mise en contact de
deux surfaces qui, dans 1'ensemble, sont hydrophobes (Hoffren et al., 1995).
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Les CBDs connus a ce jour varient dans leurs sequences d'acides amines et dans leurs
structures. Dans 1'organisation modulaire typique des proteines naturelles, les domaines
d'attachement sont separes des modules catalytiques par des sequences espaceurs ("linker").
Les CBDs se retrouvent en positions C- et N-terminale des proteines et aussi en position
interne dans certains peptides complexes formes de trois modules ou plus. La structure et la
fonction des CBDs sont rarement reliees a la presence des modules adjacents. Ainsi differents
remplacements de ces modules ont ete effectues dans Ie but de creer divers peptides d'interets.
Par genie genetique, Ong et al. (1995) ont construit la sequence genetique codant pour un
peptide possedant les quatre modules suivant: [CBD] - [espaceur] - [acides amines IEGR] -
[interleukine-2]. La sequence d'acides amines "IEGR" permet la proteolyse par Ie facteur Xa.
Ce gene, exprime efficacement dans les cellules eukariotes Cos, permet de purifier Ie peptide
par simple contact avec la cellulose. Par la suite l'interleukin-2 est isolee par proteolyse a 1'aide
du facteur Xa (Ong et al., 1995).
Kyaw et al. (1994) ont fusionne les sequences codant pour un CBD et un domaine
d'attachement au anticorps IgGs. Le peptide qui resulte de 1'expression de ce gene permet de
produire une matrice de purification des IgGs a faible cout.
Ong et al. (1991) ont egalement presente 1'utilisation d'un CBD pour immobiliser une
glucosidase sur de la cellulose. Dans cet exemple, 1'enzyme demeure active, stable et est
fortement liee au support.
Des dizaines d'exemples d'utilisation des CBDs sont presentes dans la litterature. Un des
avantages de ces domaines d'attachement est qu'ils permettent une liaison tres forte a un
support peu dispendieux et disponible en grande quantite, en 1'occurrence la cellulose.
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Tous ces exemples de meme que la disponibilite, dans notre laboratoire, du gene csn codant
pour la chitosanase de Streptomyces sp. N174 nous ont amene a planifier la construction de
genes de fusion codant pour des chitosanases munies d'un site d'attachement.
1.6 Construction de senes modulaires codant pour des chitosanases munies d'un
domaine d'attachement
Lors de ces constructions genetiques, deux domaines d'attachement ont ete utilises: Ie CBD de
1'exoglucanase Cex de Cellulomonas fimi (nomme CBDcex dans la suite du texte) et Ie CBD
de la xylanase XlnB de Streptomyces lividans (nomme XBD dans la suite du texte).
La plus recente classification des domaines d'attachement a la cellulose est celle proposee par
Tomme et al. (1995). Elle classe plus de 120 domaines d'attachement sur la base de leurs
homologies de sequences et egalement sur la base des proprietes fonctionnelles connues. Dans
cette classification qui compte 10 families, numerotees en chiffre romain de I a X, les deux
CBDs utilises sont de la famille H. Cette famille se subdivise en deux sous families, a et b. Le
CBDcex fait partie de la famille Ha tandis que Ie XBD fait partie de la famille Db. Les
domaines d'attachement de la famille U sont longs d'une centaine d'acides amines et
contiennent quatre residus tryptophanes hautement conserves. Dans la sous-famille Db, les 8
acides amines de 1'extremite C-terminale (incluant un residu tryptophane) sont absents. Les
domaines de la famille lib se retrouvent de fa9on predominante chez les xylanases et
s'attachent tant au xylane qu'a la cellulose. Les domaines de la famille Ha se retrouvent, quant a
eux, dans divers types d'enzymes mais ne s'attachent qu'a la cellulose (Tomme et al., 1995).
Le gene csn de Streptomyces sp. N174 est Ie module genetique qui a ete utilise comme
sequence codante pour Ie domaine catalytique des enzymes de fusion. Ce module genetique
foumit egalement les regions promotrices, necessaires a la transcription des genes, et la partie
5' de 1'ARN messager comprenant, entre autre, Ie domaine d'attachement aux ribosomes.
Egalement les 120 premiers nucleotides de la sequence codante du module csn codent pour un
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peptide signal qui permet la secretion des enzymes et est dive durant celle-ci (Masson et al.,
1994).
Finalement, lors de la creation des genes de fusion permettant de produire des chitosanases
immobilisables, cinq possibilites d'espacements des modules ont ete utilisees. Les domaines
cbdce^ et csn out ete fusionnes: 1- sans espaceur, 2- avec un espaceur riche en acides amines
prolines et threonines (PT), 3- avec un espaceur riche en acides amines glycines (G), 4- avec
un espaceur riche en acides amines acides, done charge negativement (NEG) et 5- avec un
espaceur riche en acides amines basiques, done charge positivement (POS). Dans Ie cas du
module xbd, seule la fusion avec 1'espaceur riche en glycines a ete realisee.
Le choix des espaceurs a ete fait de fa^on a imiter les possibilites retrouves dans les enzymes
modulaires naturelles.
Le module codant pour 1'espaceur riche en proline et threonine a ete obtenu a partir de la
sequence codant pour la cellulase Cex de type sauvage de C. fimi. H s'agit done d'une sequence
"naturelle". De la meme fagon, Ie module codant pour 1'espaceur riche en glycine a ete obtenu
du gene de la xylanase XlnB de type sauvage de S. lividans (Shareck et al., 1995). Les deux
modules codants pour les espaceurs charges POS et NEG ont ete crees par synthese d'ADN,
mais imitent des sequences retrouvees naturellement et decrites par Gilkes et al. (1991).
La nature de 1'espaceur peut influencer plusieurs parametres, c'est pourquoi nous avons decide
d'evaluer ces cinq possibilites. D'abord la fonction des espaceurs serait de permettre une action
independante des domaines qu'ils relient (Gilkes et al., 1991). La nature de 1'espaceur peut
egalement influencer la stabilite de 1'enzyme lors de sa production. Principalement chez
Streptomyces, on connait bien 1'action des proteases naturelles du microorganisme, lesquelles
s'attaquent aux proteines produites par les souches recombinantes. Les espaceurs peuvent
egalement influencer la stabilite des enzymes une fois immobilisees. Finalement 1'interet des
espaceurs charges est de verifier si la charge de ces derniers peut influencer la specificite de
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1'enzyme vis a vis du substrat et surtout de la taille de ce dernier. En solution. Ie chitosane est
charge positivement et nous voulons verifier si la presence d'une charge au niveau de
1'espaceur peut influencer 1'activite de 1'enzyme par un jeu de repulsion des petites molecules
de substrat ou d'attraction des plus grosses molecules. Une telle observation serait tres utile
dans la production de chitosane oligomerique de taille intermediaire (9 a 15 unites).
Tous ces points n'ont pas ete verifies au cours des travaux presentes dans ce memoire mais
pourront 1'etre sous peu puisque toutes les constructions genetiques ont ete realisees et chacun
des genes modulaires a pu etre exprime dans Sreptomyces lividans TK24.
1.7 Systeme modulaire
Toutes les fusions genetiques ont ete faites de fa9on a conserver, dans la mesure du possible,
un site de restricion Bell unique dans les differents genes modulaires, situe a 1'extremite 3' du
domaine csn. Et de la meme £09011, un site de restriction Nhel unique dans les genes
modulaires, a 1'extremite 5' des domaines d'attachement. Le patron des constructions ainsi
obtenu est presente a la figure 1.3. L'objectif de ce systeme modulaire est de permettre un
transfert facile des differents modules lors de futures constructions, lesquelles pourraient etre
envisagees a la lumiere des resultats obtenus a 1'aide de cette premiere serie de proteines
modulaires.
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Figure 1.3: Organisation modulaire des genes de fusion. Les sites de restriction BcH.
et Nhel sont uniques dans tous les genes de fusion. Les portions du site de clonage
multiple (MCS) qui bordent les genes de fusion de chaque cote foumissent plusieurs autres






Les differentes souches d'Escherichia coli utilisees lors des manipulations genetiques sont
presentees dans Ie tableau 2.1.




• JM109 • Possede 1'episome
(Yanish-Perron et al, 1985) F'
• thi-
Production d'ADN plasmidique double brins
des plasmides pALTER et pUC19
Transformation des produits de ligation
• DHSaF'




• Production d'ADN plasmidique double brins
des plasmides pUC19 et pFD666
• Production d'ADN plasmidique simple brin
• GM272
(E. coli Genetic Stock
Center, Yale University)
dam- et dcm- Production d'ADN plasmidique double brins
non methyle par les methylases DAM et
DCM
• BMH 71-18mut S
(Promega, Madison,
Wisconsin)
• Ne repare pas les
bases non
appariees
• Resistante a la
tetracycline
Premiere transformation et amplification des
produits de mutagen^se dirigee
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2.1.2 Plasmides et oligonucleotides
Les vecteurs plasmidiques pALTER et pUC19 ont ete utilises pour la construction des genes
de fusion. Lorsque completes, ces genes ont ete transferes dans Ie vecteur navette pFD666
(Denis et Brzezinski, 1992) pour permettre leur expression dans S. lividans TK24. Les cartes
physiques de ces trois plasmides sont presentees, respectivement, par les figures 2.1, 2.1 et
2.3.
Cinq des sept modules genetiques utilises pour les constructions ont ete obtenus a partir des
plasmides presentes par Ie tableau 2.2. Les deux autres modules utilises ont etc obtenus par
appariement d'oligonucleotides complementaires (voir tableau 2.3).
Les oligonucleotides utilises lors des manipulations genetiques sont presentes aux tableaux 2.3
et 2.4.














Shareck et al., 1995





















Les caracteres soulignes indiquent les nucleotides permettant d'introduire une mutation,
lorsque cela s'applique. Les sequences des oligonucleotides Neg.Link.2 et Pos.Link.2 sont
presentees dans 1'orientation 3'->5' pour demontrer leur complementarite avec les
oligonucleotides Neg.Link.l et Pos.Link.l, respectivement.
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Oligonucleotide mutagene permettant d'introduire un
site Bell a lajonction des modules csn et cbdcex, dans
pATS390
Oligonucleotide mutagene permettant d'introduire un
site Nhel a lajonction des modules csn et g-xbd, dans
pBP151
Oligonucleotide mutagene permettant d'eliminer un
site de restriction EcoRV non essentiel dans pALTER
Oligonucleotide complementaire sur toute sa
sequence (done non mutagene) pour pATS390 et
pBP151, utilise lors des reactions de mutagenese pour
faciliter la synthese du brin d'ADN mutant
Paire d'oligonucleotides complementaires entre eux
qui, une fois apparies, foumissent Ie module
genetique (-), qui code pour un espaceur charge
negativement
Paire d'oligonucleotides complementaires entre eux
qui, une fois apparies, foumissent Ie module
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Figure 2.3: Carte physique du vecteur navette pFD666. Seuls les principaux sites de
restriction sont representes. Oril = origine de replication d'£. coli ; ori2 = origine de
replication du phage Ml 3 ; ori3 = origine de replication du plasmide pJVl de Streptomyces
phaeochromo genes; repJVl : gene codant pour la proteine REP; neo : gene de resistance a la
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Hind3
Figure 2.7: Carte physique du plasmide pIJ680-FT-CBDcCT. Adaptation d'une figure de
Ong et cd., (1994), les sequences d'acides nucleiques n'etant pas disponibles. Amp : gene de
resistance ^ 1'ampicilline; Paph : sequence promotrice du gene aph; tsr : gene de resistance au
thiostrepton; on : origine de replication de E. coli; pt-cbd: sequence codant pour Ie domaine
d'attachement a la cellulose et 1'espaceur riche en prolines et threonines de C. fimi.
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2.1.3 Milieux de culture
Les souches d'E. coli ont ete cultivees en milieu liquide LB et sur milieu solide LB-agar 1.5%
(Sambrook et al., 1989). Les souches recombinantes ont ete cultivees dans ces memes milieux
auxquels etait ajoutes les antibiotiques appropries dans les concentrations suivantes :
ampicilline : 125 (ig/ml, kanamycine : 50 (Xg/ml, tetracycline : 15 jlg/ml.
Avant de trailer la souche DH5ocF' pour en faire des cellules competentes, celle-ci a etc
cultivee sur milieu minimum solide M9, contenant ImM de thiamine, 0.04% de glucose et
1.5% d'agar (Sambrook et al, 1989).
Toutes les cultures d'£. coli ont ete faites a 37 C.
2.1.4 Preparation et transformation de E. coli competentes
La preparation et la transformation d'ADN plasmidiques dans E.coli ont ete realisees en
suivant Ie protocole no. 1 propose par Sambrook et al. (1989).
2.1.5 Extraction d'ADN plasmidique de E. coli
Les differents ADNs plasmidiques utilises dans ces travaux ont ete extraits des souches de
E.coli recombinantes par la methode de lyse alcaline (Sambrook et al., 1989). Un protocole de
mini-preparation rapide (Le Gouil et al., 1994) a aussi ete suivi pour analyser rapidement les
ADNs plasmidiques des nombreux candidats aux constmctions genetiques.
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2.1.6 Traitements enzymatiques des ADNs
Les digestions et ligations des ADNs ont ete realisees en suivant les recommandations des
fournisseurs (Pharmacia, Boehringer Mannheim et New England Biolabs).
Le remplissage d'extremite cohesives, a 1'aide du grand fragment de 1'ADN polymerase I
(Klenow) s'est effectue en presence de tampon OFA IX (Pharmacia/Biotech), de 5 mM de
chacun des dNTPs appropries et de 0.075 % de BSA, avec les concentrations d'ADN et
d'enzyme recommandees par Ie foumisseur, Ie tout durant 30 min. a 37°C.
Le traitement a la nuclease Mung Bean s'est fait en presence de tampon OFA+ IX
(Pharmacia/Biotech) et de 1 mM de ZnS04, avec les concentrations d'ADN et d'enzyme
recommandees par Ie fournisseur. Ie tout durant 30 min. a 30°C.
2.1.7 Appariement des oligonucleotides complementaires
L'appariement des oligonucleotides complementaires (Neg.Link. 1 et 2; Pos.Link. I et 2) s'est
fait en plongeant 100 }ll de solution contenant ~ 500 pMol. de chacun des oligonucleotides
dans un bain d'huile minerale (~ 100 ml) prealablement chauffe a une temperature de 110 C.
Le chauffage a alors ete arrete et la solution d'oligonucleotides a ete incubee dans ce bain
d'huile jusqu'a ce que la temperature de ce demier ait atteint ~ 20 °C. L'appariement des
oligonucleotides a ete venfie par migration sur gel de polyacrylamide 12% en utilisant Ie TBE
comme tampon de migration.
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2.1.8 Mutagenese in vitro dirigee par oligonucleotides
Les mutageneses in vitro dirigees par oligonucleotides ont ete effectuees en suivant une
adaptation du protocole propose par Deng et Nickoloff (1992). Les adaptations sont les
suivantes: 1- Optimisation du temps et de la temperature de denaturation de 1'ADN
plasmidique db (7 min. a 105°C pour pALTER390 et pBP151). 2- Utilisation d'un troisieme
oligonucleotide, complementaire sur toute sa sequence, pour favoriser 1'elongation par la
polymerase en offrant un troisieme site potentiel d'initiation. Les 2 premiers sites potentiels
d'initiation etant foumis par 1'oligonucleotide mutagene et 1'oligonucleotide EcoRV (voir
section 2.2)
2.1.9 Analyse sur gel d'agarose
La separation des fragments d'ADN generes par digestions enzymatiques, a ete effectuee par
electrophorese sur gel d'agarose. Les concentrations d'agarose utilisees varient de 0,5 a 2%,
selon la taille des fragments a separer. De plus Ie tampon d'electrophorese utilise est Ie TBE
pour les separations visant a analyser les patrons de migration et Ie TAB pour les separations
visant a purifier des fragments par la methode GENE CLEAN.
Suite a leur migration par electrophorese sur gel d'agarose, des fragments d'ADN specifiques
ont pu etre extraits et purifies du gel par la methode "GENE CLEAN" decrite par Bio 101 Inc.
Finalement, 1'appariement des oligonucleotides a ete verifie par migration sur gel de
polyacrylamide 12% utilisant Ie TBE comme tampon de migration et Ie bromure d'ethidium
comme colorant.
L'echelle de poids moleculaires "Kb DNA Ladder" de Gibco BRL a ete utilisee pour indiquer
la taille des fragments separes par electrophorese. Les poids moleculaires representes par cette
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echelle sont les suivants (en paire de bases et en ordre decroissant): 12 216, 11 198,10 180, 9
162, 8 144, 7 126, 6 108, 5 090, 4 072, 3 054, 2 036, 1 636, 1 018, 517, 506.
2.1.10 Sequen^age
Le sequengage d'ADN a ete realise par la methode de Sanger et al. (1977) en utilisant les
melanges reactionnels "Deaza G/A Sequencing Mixes" de Pharmacia/Biotech et 1'enzyme
commerciale T7 Sequanase de USB (United States Biochemical Corporation). Le protocole
fourni par Pharmacia/Biotech a etc suivi avec les modifications suivantes: 1- A 1'etape
d'appariement, ajout de 1,4 (ll de DMSO au 14 p,l de solution (rapport v/v ~ 10%); 2-
Elongation en presence de chlomre de manganese 0,005 M et de sodium isocitrate 0,0075 M.
3- Ajout de 0,4 jil DMSO lors des reactions de terminaison, pour conserver un rapport v/v ~
10 %. Ces modifications permettent de minimiser 1'effet des compressions (DMSO) et de
sequencer plus efficacement la region adjacente a 1'amorce (chlorure de manganese). Le
melange A mix a etc utilise et supplee de l(ll de a35S-dATP 10 mCVml, 1000 CVmMol.
Deux methodes ont ete utilisees pour obtenir 1'ADN sb necessaire au sequen^age: 1-
Traitement alcalin de 1'ADN db, tel que decrit par Pharmacia/Biotech; 2- Co-infection des
souches d'£. coli recombinantes par Ie phage M13K07 et extraction d'ADN plasmidique sb,
tel que decrit par Promega.
Les reactions de sequen9age ont ete separees par electrophorese sur gel de polyacrylamide 8%,
en utilisant Ie tampon TBE, sous un voltage constant de 2500 Volts, dans un appareil
Macrophor (Pharmacia/Biotech).
Les gels de sequence ainsi obtenus ont ete seches puts exposes a des films Kodak X-OMAT
AR.
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2.2 Production des enzymes de fusion
2.2.1 Souches bacteriennes
L'actinomycete Streptomyces lividans TK24 a ete utilise pour la transformation et 1'expression
des genes de fusion. Le clone S. lividans TK24 (pATS390) obtenu par Sane (1995) a
egalement ete utilise pour la production de la proteine de fusion CSN-CBDc^. La souche 5'.
lividans TK24 (pRL270), obtenue par Masson et al. (1993), a ete utilisee comme temoin
positiflors des tests d'activite chitosanolytique sur milieux solides chitosane-agar.
2.2.2 Milieux de culture
Les souches de Streptomyces Uvidans TK24 (sauvage et recombinantes) ont ete cultivees dans
differents milieux, selon 1'usage.
Les souches ont ete maintenues sous leur forme sporulee sur milieu solide SLM3 (Dewitt,
1985). Les controles de contamination ont ete faits sur milieux solides YME ( par litre: 4 g de
glucose; 4 g d'extrait de levure; 10 g d'extrait de malt; et 15 g d'agar).
Le milieu liquide YEME a ete utilise pour la preparation de protoplastes de S. Uvidans TK24,
(Hopwood et al., 1985).
La transformation de S. lividans TK24 a ete realisee en suivant Ie protocole decrit par
Hopwood et al., (1985). La regeneration des protoplastes a ete realisee sur milieux solides R5,
recouverts de "Soft Nutriment Agar" contenant 5mg de kanamycine (Note: toutes les
transformations ont ete faites avec des ADNs plasmidiques derives du plasmide pFD666,
porteur d'un gene de resistance a la kanamycine).
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La detection preliminaire de 1'activite chitosanolitique des souches S. Uvidans TK24
recombinantes a ete effectuee sur milieu solide "agar-chitosane" pour S. lividans. Ce milieu se
se prepare en deux etapes: 1- Preparer une solution de base : 170 ml HzO contenant 3.6 g
d'agar et 0.1 g peptone; sterilisee a 1'autoclave. 2- A cette solution, ajouter dans 1'ordre et avec
agitation constante: 90 ml de solution de chitosane 1.0% dissous dans du HC1 0. 1 M; 30 ml de
solution de sels lOx (par litre: 10.0 g de MgS04-7H20; 10.0 g de NaCl; 1.0 g de K2HP04; 0.1
g de FeS04-7H20; 0.1 g de CaC^^O; 0.007g de ZnCl2 et 0.065g de MnCl2-4H20);10 ml de
tampon phosphate (K2HP04 0.25 M, p.H. non ajuste); et 1 ml de KOH 5 M.
Les precultures des souches recombinantes ont ete faites en milieu liquide Tryptic Soy Broth
(Difco) contenant 50 (ig/ml de kanamycine et 50 (ig/ml de streptomycine.
Apres 48h a 72h d'incubation les precultures ont ete utilisees pour 1'ensemencement de
milieux de production de chitosanase (milieu chitosane liquide, par litre : 15 g de chitosane; 5
g d'extrait de malt; 1 g de NN4804, 0.5 g de K2HP04; 0.2 g de MgS04-7H20; 0.01 g de
CaCl2-2H20; 0.01 g de FeS04-7H20; 2 ml d'huile d'olive; 1 ml de solution d'elements traces
(Hopwood et al., 1985); 100 ml de tampon MOPS 1M, p.H. 7.0 et 1 ml d'une solution de
riboflavine lg/1. L'ensemencement de ces milieux a ete fait a 1% (VA^), c'est a dire 1 ml de
culot de preculture (centrifugee 15 min. a 2500 g) par 100 ml de milieu chitosane liquide.
Toutes les cultures de S. lividans ont ete faites a 30 C. Pour permettre une bonne aeration, les
cultures liquides ont ete maintenues dans des erlenmeyers dont les volumes etaient au mains 4
fois superieurs aux volumes du liquide cultives. Les cultures liquides ont egalement ete agitees
a 300 q)m.
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2.2.3 Preparation et transformation de protoplastes de S. lividans TK24
Pour permettre 1'expression des genes de fusion dans S. lividans TK24, des protoplastes de ce
microorganisme out ete prepares et transformes en suivant Ie protocole rapide ("rapid small
scale procedure") decrit par Hopwood et al. (1985). La selection des transformants a ete faite
en recouvrant chaque petri de transformation de 4 ml. de "soft nutriment agar" contenant 5 mg
de kanamycine. Les plasmides issus de I'insertion des genes de fusion dans Ie vecteur navette
pFD666 ont tous ete transformes de cette fagon dans S. Uvidans TK24. Une colonie resistante
a 1'antibiotique a ete isolee pour chacun des plasmides et conservee en culture pure.
2.2.4 Production et purification des proteines de fusion
Une fois transformes dans S. lividans, les genes de fusion ont ete exprimes de fa^on a produire
les differentes enzymes de fusion. La procedure suivante a ete suivie pour chacune des
enzymes : La souche recombinante a d'abord ete cultivee dans 50 ml de milieu TSB (Difco)
contenant 50 (ig / ml de kanamycine, de 24 a 48 h. Cette pre-culture a ensuite ete centrifugee
10 min. a SOOxg et Ie culot de bacteries a ete ressuspendu dans deux volumes de NaCl 0.9%.
Ensuite, 15 ml de cette suspension ont ete utilises pour inoculer 500 ml de milieu de
production de chitosanase (decrit a la section 2.3). La culture a ensuite ete incubee a 30 C avec
agitation (300 rpm).
La recolte d'enzymes s'est effectuee en centrifugeant les cultures 15 min a SOOxg et en filtrant
Ie surnageant obtenu a travers un filtre « PreSep Prefilter » de 1 Micron, (Micron Separation
Inc.). Les enzymes de fusion, contenues dans ces surnageants, ont ensuite ete immobilisees.
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2.2.5 Dosage des proteines
Les concentrations de proteines totales ont ete evaluees par la methode de Bradford en
utilisant Ie reactif commercial « Bio-Rad Protein Assay » de la compagnie Bio-Rad. Les
resultats ont ete interpretes a 1'aide d'une courbe standard de Albumine de Serum Bovin
(BSA), lineaire entre 2 et 20 (ig/ml. De 1'eau distillee a ete utilisee pour determiner Ie zero.
2.2.6 Electrophorese des proteines sur gel de polyacrylamide-SDS
Le protocole propose par Sambrook et al. (1989) a ete suivi. Les analyses ont ete faites sur
des «mini-gels» de 0.75mm d'epaisseur et contenant 10% d'acrylamide. La quantite de
proteines totales appliquee par puits varie de 3 a 7 (ig. Les echantillons de depart qui etaient
trop dilues ont ete concentres par ultrafiltration a 1'aide d'unites filtrantes « Ultrafree-MC
(Low binding regenerated cellulose) » de la compagnie Millipore. Deux types d'experiences
ont ete realiser pour verifier 1'adsorption des proteines aux membranes de cellulose modifiee.
Des echantillons de sumageants de culture ont ete concentres puis redilues avec Ie liquide
ayant traverse la membrane d'ultrafiltration. Ces echantillons traites ont ensuite ete compares
leurs temoins non traites pour : 1- la quantite de proteines totales et 2- 1'intensite des bandes
suite a une electrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS. Nos resultats indiquent que peu
(<5%) ou pas de proteines s'adsorbent a la cellulose modifiee composant les unites filtrantes
Ultrafree-MC. Les gels ont ete colores au Bleu de Coomassie.
2.2.7 Dosage de 1'activite chitosanolytique
L'activite chitosanolytique a ete evaluee par la methode standard decrite par Boucher et al.
(1995). L'unite d'activite enzymatique (U) = quantite d'enzyme requise pour relacher
1' equivalent de lumole de D-glucosamine en 1 min. a 37°C dans les conditions de reaction
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enzymatique suivante: 1 ml de solution chitosane 0.08%; 50mM de tampon acetate a pH 5.5;
incubation totale de 10 min. a 37 C.
Les concentrations de sucres reducteurs ont ete mesures par la methode Nelson-Somogyi
(Spiro, 1966) et les resultats ont etc interpretes a 1'aide d'une courbe standard de D-
glucosamine, lineaire entre 0.1 et 1.0 mM.
2.3 Etude de Pactivite enzymatigue en bioreacteur
2.3.1 Immobilisation des enzymes de fusion sur la cellulose
Les enzymes de fusion ont ete immobilisees sur des particules de cellulose microcristallines
par simple contact des surnageants avec celles-ci. En general, 3.5 g de cellulose etait mis en
contact avec 400 ml de sumageant pendant lh30, a 4 C , a un pH de 7.0 et avec agitation. La
cellulose est alors recuperee par centrifugation et lavee 3 fois avec une solution d'acetate de
sodium (50 mM, pH 5.5).
2.3.2 Montage des bioreacteurs de type colonne
Les bioreacteurs utilises dans cette etude etaient tous de type colonne. Leur montage a ete
realise dans des colonnes Pharmacia de 26 mm de diametre. Au fond des colonnes se trouve
un treillis de plastique recouvert d'un filtre de 10 (im de porosite. La cellulose a ete deposee et
decantee sur ce filtre fin. Apres une decantation d'environ 30 min, la colonne de cellulose
atteignait environ 3 cm de hauteur. L'adapteur superieur a ensuite ete insere dans la colonne et
rapproche a environ 1 cm de la cellulose. Cet adapteur superieur etait aussi muni d'un filtre de
10 jjjn de porosite. Ce montage est represente schematiquement a la figure 2.8.
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La circulation du substrat etait assuree par Faction d'une pompe peristaltique Pharmacia
(modele P-l). Ce substrat consistait en une solution de chitosane 0.1% dans un tampon
d'acetate de sodium (50 mM, pH 5.5) et contenait 0.02% d'azide de sodium. Les debits







Boyau d'entree du substrat
Colonne Pharmacia a double
parois de verre
Boyau de sortie des produits
Figure 2.8 Representation schematique du montage d'un bioreacteur de
type colonne. Le montage est effectue dans une colonne Pharmacia de 26 mm
de diametre.
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2.3.3 Dosage des sucres reducteurs des solutions de chitosane
Les quantites de sucres reducteurs des solutions de chitosane ont ete dosees avant et apres leur
passage dans les bioreacteurs. Ces dosages ont ete effectues avec Ie reactif PAHBAH (p-
Hydroxy-benzoic acid hydrazide) a une concentration de 0.25%, en suivant la methode decrite
par Lever (1972). Les resultats ont ete interpretes a 1'aide d'une courbe standard de D-
glucosamine, lineaire entre 0.1 et 1.0 mM.
Dans ce cas, Ie dosage a 1'aide du reactif PAHBAH a ete prefere au dosage par la methode de
Nelson-Somogyi parce qu'il est plus sensible et plus simple a realiser. Toutefois, 11 nous est
impossible d'utiliser Ie dosage a 1'aide du reactif PAHBAH pour quantifier la production
microbiologique d'enzymes (tel que decrit a la section 2.2.7) car ce dosage est trap sensible a
la presence des nombreuses molecules reductrices dans les sumageants de culture.
2.3.4 Analyse preliminaire par chromatographie liquide a haute pression (HPLC)
Les resultats preliminaires d'analyses par HPLC ont ete obtenus a 1'aide d'une colonne de
filtration sur gel TSK-GEL GSOOOPWxL (de SUPELCO, USA), avec une phase mobile
composee d'une solution de sodium-acetate 200 mM a pH 5.0 (filtree et degazee). Un
detecteur a indice de refraction de type ELS Sedex55 (de SEDERE, Alfortville, France)
couple au programme d'integration des donnees STAR (de VARIAN, USA) a permis





La portion codante du gene de la chitosanase de Streptomyces sp. N174 est longue de 834
nucleotides et code pour une proteine de 278 a. a. Les 40 a. a. en position N-terminale de cette
proteine jouent Ie role de peptide signal et sont dives lors de la secretion de 1'enzyme. La
proteine mature est done formee de 238 a. a. Dans ce travail, les a. a. seront numerotes a partir
du premier a. a. formant Ie debut du peptide signal jusqu'au dernier a. a. composant 1'extremite
C-terminale des proteines matures.
3.1.1 Construction du plasmide pBP251, porteur du gene de fusion csn-g-xbd





Isoler fragment 765 pb
Bell





Isoler fragment 5251 pb
pBPlSl
HindllVXbal
Isoler fragment 2379 pb
[-* csn-g-xbd 1-* i--* pFD666 p
T4 DNA ligase
pBP251
Figure 3.1: Construction du plasmide pBP251, porteur du gene de fusion csn-g-xbd.
Les plasmides sous leur forme circulaire sont identifies en caracteres gras. Les boites
rectangulaires representent les fragments d'ADN lineaires obtenus par traitements
enzymatiques des plasmides circulaires.
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3.1.1.1 Construction du plasmide pBPlSl
Cette construction a ete obtenue par juxtaposition du module g-xbd au module csn contenu
dans Ie vecteur pALTERcsnB.
Le module genetique g-xbd a etc isole par digestion Sau3Al du plasmide pTZ18R:XlnB. Les
produits de cette digestion ont etc separes par electrophorese sur gel d'agarose et Ie fragment
de 765 pb contenant Ie module g-xbd a ete purifie par la methode GENE CLEAN.
Parallelement, Ie plasmide pALTER-c^nB, porteur d'un site de restriction Bell unique, situe a
1'extremite 3' du gene csn, a etc digere par 1'enzyme de restriction Bell puis traite a la
phosphatase alcaline. Pour eliminer toutes traces d'enzyme (BcH et phosphatase alcaline), Ie
produit de ces reactions a ete soumis a une electrophorese sur gel d'agarose et purifie la
methode GENE CLEAN.
Les deux fragments d'ADN ( module g-xbd et plasmide pALTER-c^nB linearise ) ont ete
ligues. Les produits de cette manipulation ont ete transfonnes dans E. coli JM 109. Des
transformants ont ete choisis au hasard et leurs ADNs plasmidiques ont ete extraits et analyses
par digestions enzymatiques. Un clone candidat porteur d'un seul insert, oriente correctement
a ete obtenu et nomme pBP151. La figure 3.2 presente une analyse du patron de restriction de
ce clone candidat et la carte physique du plasmide est presentee a la figure 3.3.
3.1.1.2 Construction du plasmide pBP251
Cette construction a ete obtenue par transfert du gene csn-g-xbd du plasmide pBP151 au
plasmide pFD666. Le transfert des genes de fusion dans Ie plasmide pFD666 permet
1' expression de ces genes dans Streptomyces lividans TK24.
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Pour realiser ce transfert les plasmides pBP151 et pFD666 ont ete digeres par les enzymes de
restriction HindSl et Xbal. Les produits de ces digestions ont ete separes par electrophorese
sur gel d'agarose. Les fragments de 2373 pb et de 5646 pb respectivement porteurs du gene de
fusion et du vecteur pFD666 linearise, ont ete purifies par la methode GENE CLEAN puis
ligues entre eux. Les produits de cette ligation ont ete transformes dans E. coli DH5ocF'. Des
transformants ont ete choisis au hasard et leurs ADNs plasmidiques ont etc extraits et digeres
par differentes enzymes de restriction. Les fragments d'ADN ainsi generes ont ete separes par
electrophorese sur gel d'agarose. Cette analyse du patron de restriction permet de valider la
construction genetique. Un clone candidat porteur d'un seul gene de fusion, correctement
oriente, a ete obtenu et nomme pBP251. Une analyse du patron de restriction de ce clone
candidat est presentee sur la figure 3.4 et la carte physique du plasmide est presentee a la
figure 3.5. La sequence en acides nucleiques du gene de fusion et la sequence en acides
amines deduite de la proteine de fusion sont presentees a la figure 3.6.
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1- Kb DNA Ladder
2- pBP151 digere par Aatll
3- pBP151 digere par BamHl
4- pBP151 digere par Hindm et Xbal
5- pBP151 digere par Nhel et Kpnl












Figure 3.2: Analyse du patron de restriction du clone candidat a la construction de
pBPlSl. A) Electrophorese sur gel d'agarose des produits de digestions du plasmide



























































n,ure 3.3: Carte p^ue dup^de^^lZJa'ra^^^ :
r^^:mwM^T:^'^^^n-^''
;ne de res^e u^^^,: ^pUcation reconnue par E.c^.
Sequence interrompue du module LacZ-. on: <
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1- Kb DNA Ladder
2- pBP251 digere par Xhol et Ncol
3- pBP251 digere par Xbal et Hindlll
4- Kb DNA Ladder
5- pBP251 digere par Nhel et Xhol
6- pBP251 nondigere





Figure 3.4 Analyse du patron de restriction du clone candidat a la construction de
pBP251. A) Electrophorese sur gel d'agarose des produits de digestions du plasmide















































































3.1.2 Construction du plasmide pBP201, porteur du gene de fusion csn-g-cbdcex







Isoler fragment 1990 pb
Mutagenese (—>Nhe!)
Hindm/Xbal
Isoler fragment 5218 pb
pBP151N




Isoler fragment 6121 pb
Hindm/NheI
Isoler fragment 1172 pb
L-1 pFD666-c^cex L| [L csn-g
T4 DNA ligase
pBP201
Figure 3.7: Construction du plasmide pBP201, porteur du gene de fusion csn-g-cbdcex'
Les fleches (—>) indiquent les sites de restriction crees par mutagenese. Les plasmides sous
leur forme circulaire sent identifies en caracteres gras. Les bottes rectangulaires representent
les fragments d'ADN lineaires obtenus par traitements enzymatiques des plasmides
circulaires.
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3.1.2.1 Mutagenese dirigee de pALTER390
Pour permettre la construction du gene de fusion csn-g-cbdcex, un site de restriction Bell a ete
cree, par mutagenese dirigee, entre les modules csn et cbdcex du gene de fusion csn-cbdcex
porte par 1c plasmide pALTER390.
Cette mutagenese a ete effectuee en suivant une adaptation du protocole propose par Deng et
Nickoloff (1992). Le site de restriction Bell cree se situe a la jonction des domaines csn et
cbdcex du gene de fusion csn-cbdcex et 11 est unique dans ce gene. H est egalement absent dans
les vecteurs pUC19 et pALTER, cTou 1'interet de ce site pour transferer les modules
genetiques d'un plasmide a un autre. La mutagenese a ete effectuee sur 1'ADN simple brin du
plasmide pALTER390, obtenu par denaturation thermique de 5 min. dans un bain d'huile
minerale a 110°C. L'oligonucleotide permettant d'introduire la mutation possede la sequence
smv ante:
51 AGAGGATCCCTGATCACGTAC 3I
Le nucleotide souligne est non complementaire a la sequence originale. Cette mutation n'est
pas silencieuse quant a la sequence d'acide amines de la proteine de fusion. Elle amene Ie
changement d'un acide amine glycine en arginine a la position 277 de la proteine de fusion.
Tel que decrit a la section 2.1.9, deux autres oligonucleotides ont ete utilises lors de cette
reaction de mutagenese: 1'oligonucleotide AMP, complementaire sur toute sa sequence a une
region du plasmide pALTER (region AMP) et 1'oligonucleotide EcoRV
(51 TTGCGGGATATTGTCCATTCCGA 31) qui provoque une mutation silencieuse dans Ie
gene de resistance a la tetracycline (Tet R) du plasmide pALTER tout en permettant
d'eliminer un site de restriction EcoRV unique et non essentiel a la poursuite de nos travaux.
Les positions des regions homologues aux trois oligonucleotides impliques sont indiquees a la
figure 3.8.
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Cette mutation mene a la creation d'un nouveau plasmide nomme pBPlOOB, porteur du gene
de fusion csnB-cbdcex- La presence du site Bell unique a ete confirmee par electrophorese des




5765 Oil go. Amp
^
Seal 2003
1- Kb DNA Ladder
2- pBPlOOB non diger6
3- pBPlOOB digere Seal
4- pBPlOOB digere Seal et Bell
B
Figure 3.8: Analyse du patron de restriction du clone candidat a la construction de
pBPlOOB. A) Regions homologues aux oligonucleotides impliques dans la mutagenese de
pALTER390. B) Electrophorese sur gel d'agarose des produits de digestions du plasmide
pBPlOOB. C) Positions des sites de restriction impliques dans 1'analyse du patron de
restriction.
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3.1.2.2 Construction du plasmide pBP200B
Cette construction est obtenue par transfert du gene de fusion csnB-cbdcex de pBPlOOB au
plasmide pFD666.
Le gene de fusion csnB-cbdcex, porteur du site de restriction Bell unique situe a lajonction des
deux modules, a ete transfere du plasmide pBPlOOB au plasmide pFD666 donnant naissance
a un nouveau plasmide nomme pBP200B.
Pour permettre ce transfert les plasmides pBPlOOB et pFD666 ont ete digeres par les enzymes
de restriction HindQl et Xbal. Les produits de ces digestions ont etc separes par electrophorese
sur gel d'agarose. Les fragments de 1990 pb et de 5218 pb respectivement porteurs du gene de
fusion et du vecteur pFD666 linearise, ont ete purifies par la methode GENE CLEAN puis
ligues entre eux. Les produits de ligation ont ete transformes dans E. coli DH5ocF'. Des
transformants ont ete choisis au hasard et leurs ADNs plasmidiques ont ete extraits et digeres
par differentes enzymes de restriction. Les fragments d'ADN ainsi generes ont ete separes par
electrophorese sur gel d'agarose. Cette analyse du patron de restriction permet de valider la
construction genetique. Un clone candidat porteur d'un seul insert, correctement oriente, a ete
obtenu et nomme pBP200B. La carte physique de ce plasmide est presentee en annexe 1.
3.1.2.3 Mutagenese dirigee de pBPlSl
Cette deuxieme mutagenese a permis d'introduire un site Nhel unique entre les modules g et
xbd du gene de fusion csn-g-xbd. Cette mutation a ete effectuee sur FADN simple brin du
plasmide pBP151 a 1'aide de 1'oligonucleotide suivant:
5 GCACCCGCCGCTAGCGCCCCCGTTG31
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Les nucleotides soulignes ne sont pas complementaires a la sequence avant mutagenese. Cette
mutation amene egalement Ie changement des acides amines 308 et 309 de la proteine de
fusion. Ces a.a. passent respectivement d'une glycine a une alanine et d'une glycine a une
senne.
Tel que decrit a la section 2.1.9, les oligonucleotides AMP et EcoRN ont aussi ete introduit
dans Ie melange reactionnel. L'ADN sb a ete produit par denaturation thermique de pBP151
incube 8 minutes dans un bain d'huile a 110°C.
Le nouveau plasmide issu de cette manipulation a ete nomme pBP 15 IN et la presence du site
de restriction Nhel, unique dans Ie gene de fusion, a ete demontree par electrophorese des
produits de digestions de ce plasmide (figure 3.9).
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1- Kb DNA Ladder
2- pBP151Nnondigere
3- pBP151Ndigere^eI
4- pBP15 IN digere Nhel et Xbal
5- Kb DNA Ladder
^̂
B
Figure 3.9: Analyse du patron de restriction du clone candidat a la construction de
pBPlSlN. A) Electrophorese sur gel d'agarose des produits de digestions du plasmide
pBP151N. B) Positions des sites de restriction impliques dans 1'analyse.
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3.1.2.4 Construction du plasmide pBP201
Cette construction est obtenue suite a lajuxtaposition du module csn-g au module cbdcex- Pour
ce faire, les plasmides pBP200B et pBP 15 IN ont ete digeres, dans un meme melange
reactionnel, par les enzymes de restriction HindQl et Nhel. Les enzymes ont ensuite ete
inactivees a la chaleur. Le melange reactionnel a ensuite ete soumis a 1'action de la T4 DNA
Ligase et les produits de ligation ont ete transformes dans E. coli DH5aF'. Les clones
candidats obtenus suite a ces manipulations ont ete selectionnes une premiere fois sur milieu
LB-Agar contenant de 1'ampicilline. Puis, quelques-uns des clones candidats, choisis au
hasard, ont sub! une deuxieme selection par repiquage des colonies sur milieu LB-Agar
contenant de la tetracycline. Les clones candidats resistants a cet antibiotique ont ete rejetes
puisque leurs ADNs plasmidiques portaient une partie du plasmide pBPlOOB non desiree qui
correspond au vecteur linearise plutot qu'au gene de fusion. Les ADNs plasmidiques des
clones candidats resistants a I'ampicilline mais non resistants a la tetracycline ont ete extraits et
les produits de leur digestions enzymatiques ont ete analyses par electrophorese sur gel
d'agarose. Un clone candidat porteur d'un seul insert, correctement oriente, a ete obtenu et
nomme pBP201. La carte physique de ce plasmide est presentee a la figure 3.10. La sequence
en acides nucleiques du gene de fusion et la sequence en acides amines deduite de la proteine






































































Figure 3.11: Sequence genetique du gene de fusion csn-g-cbdcex et sequence d'acides
amines deduite. La composition en a.a. est la suivante: 1-40 peptide signal et 41-276 module
catalytique CSN de Streptomyces sp. N174; 277-292 portion de la xylanaseB et 293-307
espaceur riche en glycine de S. Uvidans; 310-417 domaine d'attachement CBDcex de C. fimi,
308-309 a. a. codes par la region mutee lors de la creation d'un site de restriction Nhel (etape
intermediaire). Le site de clivage du peptide signal est indique par une fleche simple. Le
domaine d'attachement a la cellulose est souligne. La region jouant Ie role d'espaceur entre les
modules CSN et CBDcex est soulignee d'une ligne double.
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3.1.3 Construction du plasmide pBP202, porteur du gene de fusion csn-pt-cbdcex
Ce plasmide porte Ie gene de fusion csn-pt-cbdce^- Les procedures utilisees pour sa
construction sont representees par la figure 3.12.
3.1.3.1 Construction du plasmide intermediaire p\JC19csnB-cbdcex
Cette construction est obtenue par transfert du gene de fusion csnB-cbdce^ de pBPlOOB au
vecteur pUC19. Le plasmide qui en resulte a 1'avantage de presenter un seul site de restriction
Bell et un seul site de restriction Nhel qui sont fournis par Ie gene modulaire csnB-cbdcex-
Cette caracteristique sera utile pour les trois constructions genetiques decrites dans la suite de
ce texte.
Les ADNs plasmidiques pBPlOOB et pUC19 ont d'abord ete digeres par les enzymes de
restriction HindIQ et Xbal. Les produits de ces reactions ont ete separes par electrophorese sur
gel d'agarose. Les fragments de 1990 pb et de 2662 pb, respectivement porteurs du gene de
fusion et du vecteur pUC19 linearise, ont ete purifies par la methode GENE CLEAN puis
ligues entre eux. Les produits de ligation ont ete transformes dans E. coli GM272. Les ADNs
plasmidiques de quelques-uns des clones candidats, choisis au hasard, ont ete extraits puis
analyses par digestions enzymatiques. Un clone candidat porteur d'un seul insert,
correctement oriente, a ete obtenu et nomme pUC19c5nB-cMcex. La carte physique de ce
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Figure 3.12: Construction du plasmide pBP202. A) Construction du plasmide
intermediaire p\JC19csn-pt-cbdcex' B) Construction de pBP202 par transfert du gene de
fusion csn-pt-cbd dans pFD666. Les plasmides sous leur forme circulaire sont identifies en
caracteres gras. Les boites rectangulaires representent les fragments lineaires d'ADN obtenus
par traitements enzymatiques des plasmides circulaires.
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3.1.3.2 Construction du plasmide pVC19csn-pt-cbdcex
Cette construction a ete obtenue suite a la substitution du module cbdcex de p\JC19csnB-cbdcsx
par un module pt-cbdcex-
Le module pt-cbdc^ a ete isole du plasmide pU680-pt-c^cex par digestion MsH. et P-yrt. Les
produits de cette reaction enzymatique ont ete separes par electrophorese sur gel d'agarose et
Ie fragment d'ADN de 820 pb, porteur du module pt-cbdce^, a ete extrait du gel par la methode
GENE CLEAN.
Le module cbdcex a ete elimine du plasmide p\JC19csnB-cbdcex tout en generant des
extremites compatibles a celles du module pt-cbdc^, et en conservant Ie bon cadre de lecture.
Pour se faire, Ie plasmide a subit les traitements enzymatiques suivants:
D'abord une extremite franche, compatible a celle generee par 1'enzyme MsH lors de
1'isolement du module pt-cbdcex, a du etre creee dans la region 3' du gene csn. Pour se faire, Ie
plasmide p\JC19csnB-cbdcex a ete digere par 1'enzyme de restriction Bell. Les extremites
cohesives generees par cette digestion ont ensuite ete partiellement remplies par 1'action du
fragment Klenow de 1'enzyme T4 DNA polymerase en presence des nucleotides dATP et
dGTP seulement. L'ADN a ensuite ete purifie par electrophorese sur gel d'agarose suivi d'une
extraction par la methode GENE CLEAN. Ensuite, pour completer la production d'extremites
franches, 1'ADN a etc digere par Fenzyme Mung Bean Nuclease, qui possede une activite
exonuclease sur 1'ADN simple brin. Une seconde fois, 1'ADN a ete purifie par electrophorese
sur gel d'agarose suivi d'une extraction par la methode GENE CLEAN.
Finalement, une digestion Pstl a permis d'exciser Ie module cbdcex du plasmide pUC19c5nB-
c^cex- Le plasmide a ete separe du module cbdce^ par electrophorese sur gel d'agarose et
purifie par la methode GENE CLEAN.
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Ces procedures ont permis d'obtenir Ie fragment de 3759 pb, porteur du plasmide p\JC19csn.
Les deux fragments d'ADN ( module pt-cbdcex et plasmide p\JC19csn linearise ) ont ensuite
ete ligues a 1'aide de 1'enzyme T4 DNA ligase. Le produit de la ligation a ete transforme dans
E. coli JM109 et les ADNs plasmidiques de quelques transformants, choisis au hasard, ont ete
extraits puis analyses par digestions enzymatiques. Un clone candidat porteur d'un seul insert,
correctement oriente, a ete obtenu et nomme p\JC\9csn-pt-cbdce^ La carte physique de ce
plasmide est presentee en annexe 1.
3.1.3.3 Sequen^age partiel de pVC19csn-pt-cbdcex
La sequence de la region de ligation des extremites cohesives a ete verifiee par sequen9age
manuel. L'ADN sb a ete obtenu par traitement alcalin du plasmide p\JC19csn-pt-cbdce^ Les
produits des reactions de sequei^age out ete separes par electrophorese sur gel de
polyacrylamide et exposes a une pellicule photographique.
3.1.3.4 Transfer! du gene de fusion csn-pt-cbdcex dans Ie plasmide pFD666
Le gene de fusion csn-pt-cbdcex a ete transfere dans Ie plasmide pFD666 pour permettre son
expression dans Streptomyces lividans TK24.
Les plasmides p\JC19csn-pt-cbdcex et pFD666 ont ete digeres par les enzymes de restriction
HindSl et Xbal. Les produits de ces digestions ont ete separes par electrophorese sur gel
d'agarose. Les fragments de 1909 pb et de 5646 pb respectivement porteurs du gene de fusion
et du vecteur pFD666 linearise ont ete purifies par la methode GENE CLEAN puis ligues
entre eux. Les produits de ligation ont ete transformes dans E. coli DH5ocF'. Des transformants
ont ete choisis au hasard et leurs ADNs plasmidiques ont ete extraits et digeres par differentes
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enzymes de restriction. Les fragments d'ADN ainsi generes ont ete separes par electrophorese
sur gel d'agarose. Cette analyse du patron de restriction permet de valider la construction
genetique. Un clone candidat porteur d'un seul gene de fusion, correctement oriente, a ete
obtenu et nomme pBP202. La carte physique de ce plasmide est presentee a la figure 3.13. La
sequence en acides nucleiques du gene de fusion et la sequence en acides amines deduite de la
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Figure 3.14: Sequence genetique du gene de fusion csn-pt-cbdcex et sequence d'acides
amines deduite. La composition en a.a. est la suivante: 1-40 peptide signal et 41-276 module
catalytique CSN de Streptomyces sp. N174; 277-387 a.a. code par une portion du plasmide
pU680-PT-CBDce;c comprenant Ie peptide signal de 1'exoglucanase CEX; 288-308 espaceur
riche en proline et threonine et 309-415 domaine d'attachement C^Dcex de C. fimi. Le site de
clivage du peptide signal est indique par une fleche simple. Le domaine d'attachement a la
cellulose est souligne. La region jouant Ie role d'espaceur entre les modules CSN et CBDcex est
soulignee d'une ligne double.
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3.1.4 Construction du plasmide pBP203, porteur du gene de fusion csn-neg-cbdcex
Ce plasmide porte Ie gene de fusion csn-neg-cbdce^. Les procedures utilisees pour sa
construction sont representees par la figure 3.15.
pUC19csnB-cZ>rfce





























Figure 3.15: Etapes de construction du plasmide pBP203, porteur du gene de fusion
csn-neg-cbdcex- A) Construction du plasmide intermediaire pUCc^nB-neg-c^^cex. B) Transfert
du gene de fusion dans pALTER pour faciliter son sequen^age. C) Transfert du gene de fusion
dans pFD666 pour permettre son expression dans S. lividans TK24. Les plasmides sous leur
forme circulaire sont identifies en caracteres gras. Les boTtes rectangulaires representent les
fragments lineaires d'ADN obtenus par traitements enzymatiques des plasmides circulaires.
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3.1.4.1 Construction du plasmide p\]C19csn-neg-cbdcex
Le plasmide pVC19csnB-cbdce^ a d'abord ete linearise par digestion Nhel. Ensuite, les
extremites cohesives generees ont ete dephosphorylees par 1' action de la phosphatase alcaline
d'intestin de veau (C.I.A.P.) pour eviter que Ie plasmide puisse se refermer sur lui meme lors
de la ligation, toutes traces d'enzymes ont ete eliminees par electrophorese sur gel d'agarose
suivi d'une extraction par la methode GENE CLEAN du plasmide linearise/dephosphoryle.
Parallelement les oligonucleotides Neg.Link. 1 et Neg.Link 2 ont ete phosphoryles par la T4
polynucleotides kinase. L'enzyme a etc inactivee a la chaleur puis les oligonucleotides ont ete
apparies (procedure decrite a la section 2.1.8).
Ces ADNs ont ete melanges puis ligues par la T4 DNA ligase. Quatre ratios d'inserts /
plasmides ont ete ligues puis transformes. Pour minimiser les chances d'obtenir une double
insertion, des colonies obtenues avec Ie plus faible rapport d'inserts / plasmides ont ete
choisies au hasard et leurs ADNs plasmidiques ont ete extraits et analyses par digestions
enzymatiques. Un clone candidat porteur d'un seul insert, correctement oriente, a ete obtenu et
nomme p\JC19csn-neg-cbdce\- La carte physique de ce plasmide est presentee en annexe 1.
3.1.4.2 Transfert du gene de fusion csn-neg-cbdcex dans 1c plasmide pALTER
Pour s'assurer qu'un seul insert ait ete introduit, Ie gene de fusion a ete transfere dans Ie
plasmide pALTER puis sequence partiellement dans la region correspondante au site
d'insertion (i.e.: la fin du module csn, Ie module neg en entier et Ie debut du module cMcex).
Les plasmides p\JC19csn-neg-cbdce]i et pBPlOOB ont ete digeres par les enzymes de
restriction HindGI et Xbal. Les produits de ces digestions ont ete separes par electrophorese
sur gel d'agarose. Les fragments de 2038 pb et de 5646 pb respectivement porteurs du gene de
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fusion et du vecteur pALTER linearise ont ete purifies par la methode GENE CLEAN puis
ligues entre eux. Les produits de ligation ont ete transformes dans E. coli DH5ocF'. Des
transformants ont etc choisis au hasard et leurs ADNs plasmidiques ont etc extraits et digeres
par differentes enzymes de restriction. Les fragments d'ADN ainsi generes ont ete separes par
electrophorese sur gel d'agarose. Cette analyse du patron de restriction permet de valider la
construction genetique. Un clone candidat porteur d'un seul gene de fusion, correctement
oriente, a ete obtenu et nomme pBP103. La carte physique de ce plasmide est presentee en
annexe 1.
3.1.4.3 Sequen^age partiel de pBP103
A 1'aide du plasmide pBP103, la region correspondante au site d'insertion a ete sequencee
pour s'assurer de la presence d'un seul insert, correctement oriente et ayant la sequence de
nucleotides prevue (done sans erreur de synthese des oligonucleotides). L'ADN sb a ete
obtenu par co-infection d'une culture de E. coli DH5(xF'(pBP103) par Ie phage M13K07. Les
produits des reactions de sequen9age ont ete separes par electrophorese sur gel de
polyacrylamide. Ce gel a ete seche et expose a une pellicule photographique.
3.1.4.4 Transfer! du gene de fusion csn-neg-cbdcex dans Ie plasmide pFD666
Une fois sequence, Ie gene de fusion csn-neg-cbdcex a ete transfere dans Ie plasmide pFD666
pour permettre son expression dans Streptomyces lividans TK24.
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Les plasmides pBP103 et pFD666 ont ete digeres par les enzymes de restriction HindQl et
Xbal. Les produits de ces digestions ont ete separes par electrophorese sur gel d'agarose. Les
fragments de 2038 pb et de 5646 pb respectivement porteurs du gene de fusion et du vecteur
pALTER linearise ont ete purifies par la methode GENE CLEAN puis ligues entre eux. Les
produits de ligation ont ete transformes dans E. coli DH5ocF'. Des transformants ont ete choisis
au hasard et leurs ADNs plasmidiques ont ete extraits et digeres par differentes enzymes de
restriction. Les fragments d'ADN ainsi generes ont ete separes par electrophorese sur gel
d'agarose. Cette analyse du patron de restriction permet de valider la construction genetique.
Un clone candidat porteur d'un seul gene de fusion, correctement oriente, a ete obtenu et
nomme pBP203. La carte physique de ce plasmide est presentee a la figure 3.16. La sequence
en acides nucleiques du gene de fusion et la sequence en acides amines deduite de la proteine
























































Figure 3.16: Carte physique du pl^niide pBP203. Seuk I.. ...
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Figure 3.17: Sequence genetique du gene de fusion csn-neg-cbdcex et sequence d'acides
amines deduite. La composition en a. a. est la suivante: 1-40 peptide signal et 41-276 module
catalytique CSN de Streptomyces sp. N174; 277 a.a. code par Ie codon mute lors de la creation
d'un site de restriction Bell (etape intermediaire) 278-281 et 299, a.a. codes par une portion du
SCM de pTZ18R; 282-298 a.a. codes la sequence synthetique des oligonucleotides Neg.Link;
300-406 domaine d'attachement CBDcex de C. fimi. Le site de clivage du peptide signal est
indique par une fleche simple. Le domaine d'attachement a la cellulose est souligne. La region
jouant Ie role d'espaceur entre les modules CSN et CBDcex est soulignee d'une ligne double.
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3.1.5 Construction du plasmide pBP204, porteur du gene de fusion csn-pos-cbdcex
Ce plasmide porte Ie gene de fusion csn-pos-cbdce\- Les procedures utilisees pour sa






Oligonucleotide Pos.-Link. 1 :
5' GATCAGCCACCCGTCGAGGCACACGCCGAAGTCGCCCCACCCGACGCACG 3
+
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Isoler fragment 2013 pb [ Isoler fragment 5187 pb
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T4 DNA ligase
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Figure 3.18: Etapes de construction du plasmide pBP203, porteur du gene de fusion
csn-pos-cbdcex- A) Constmction du plasmide intermediaire pVCcsnB-neg-cbdcw. B) Transfert
du gene de fusion dans pALTER pour permettre son sequen^age. C) Transfert du gene de
fusion dans pFD666 pour permettre son expression dans S. Uvidans TK24. Les plasmides sous
leur forme circulaire sont identifies en caracteres gras. Les boites rectangulaires representent
les fragments lineaires d'ADN obtenus par traitements enzymatiques des plasmides
circulaires.
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3.1.5.1 Construction du plasmide p\]C19csn-pos-cbdcex
Le plasmide p\JC19csnB-cbdc^ a ete linearise par digestion Bell et Nhel. Les produits de cette
digestion ont ete separes par electrophorese sur gel d'agarose et Ie fragment de 4636 pb a ete
purifie du gel par la methode GENE CLEAN.
Parallelement les oligonucleotides Pos.Link. 1 et Pos.Link 2 ont ete apparies.
Ces ADNs ont ete melanges puts Ugues par la T4 DNA ligase. Les melanges de ligation ont
etc transformes dans E.coli DH5odF'. Des transformants ont ete choisis au hasard et leurs
ADNs plasmidiques ont ete extraits et analyses par digestions enzymatiques. Un clone
candidat porteur d'un seul insert, correctement oriente, a ete obtenu et nomme p}JC19csn-pos-
cbdcex- La carte physique de ce plasmide est presentee en annexe 1.
3.1.5.2 Transfer! du gene de fusion csn-pos-cbdcex dans Ie plasmide pALTER
Le gene de fusion csn-pos-cbdcex a ete transfere dans Ie plasmide pALTER pour permettre Ie
sequengage de la region correspondante au site d'insertion (i.e.: la fin du module csn. Ie
module p os en entier et Ie debut du module cbdcex)'
Pour obtenir ce transfert, les plasmides p\JC19csn-pos-cbdcex et pBPlOOB ont ete digeres par
les enzymes de restriction HindSI et XbaL Les produits de ces digestions ont ete separes par
electrophorese sur gel d'agarose. Les fragments de 2013 pb et de 5646 pb respectivement
porteurs du gene de fusion et du vecteur pALTER linearise ont ete purifies par la methode
GENE CLEAN puis ligues entre eux. Les produits de ligation ont ete transformes dans E. coli
DH5aF'. Des transformants ont ete choisis au hasard et leurs ADNs plasmidiques ont ete
extraits et analyses par digestions enzymatiques. Un clone candidat porteur d'un seul gene de
72
fusion, bien oriente, a etc obtenu et nomme pBP104. La carte physique de ce plasmide est
presentee en annexe 1.
3.1.5.3 Sequen^age partiel de pBP104
A 1'aide du plasmide pBP104, la region correspondante au site d'insertion a ete sequencee
pour s'assurer de la presence d'un seul insert, correctement oriente et ayant la sequence de
nucleotides prevue (done sans erreur de synthese des oligonucleotides). L'ADN sb a ete
obtenu par co-infection de E. coli DH5ocF'(pBP104) par Ie bacteriophage M13K07. Les
produits des reactions de sequen9age ont ete separes par electrophorese sur gel de
polyacrylamide. Ce gel a ete seche et expose a une pellicule photographique.
L'autoradio graphic ainsi obtenue est presentee a la figure 3.19.
3.1.5.4 Transfer! du gene de fusion csn-pos-cbdcex dans Ie plasmide pFD666
Une fois sequence, Ie gene de fusion csn-pos-cbdcex a ete transfere dans Ie plasmide pFD666
pour permettre son expression dans Streptomyces Uvidans TK24.
Les plasmides pBP104 et pFD666 ont ete digeres par les enzymes de restriction HindSQ et
XbaL . Les produits de ces digestions ont ete separes par electrophorese sur gel d'agarose. Les
fragments de 2013 pb et de 5646 pb, respectivement porteurs du gene de fusion et du vecteur
pALTER linearise, ont ete purifies par la methode GENE CLEAN puis ligues entre eux. Les
produits de ligation ont ete transformes dans E. coli DH5ocF. Des transformants ont ete choisis
au hasard et leurs ADNs plasmidiques ont ete extraits et analyses par digestions enzymatiques.
Un clone candidat porteur d'un seul gene de fusion, bien oriente, a ete obtenu et nomme
pBP204. La carte physique de ce plasmide est presentee a la figure 3.20. La sequence en
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acides nucleiques du gene de fusion et la sequence en acides amines deduite de la proteine de
fusion sont presentees a la figure 3.21.
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Figure 3.19: Autoradiographie du gel de sequen^age
partiel de pBP104.
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Figure 3.21: Sequence genetique du gene de fusion csn-pos-cbdcex et sequence d'acides
amines deduite. La composition en a. a. est la suivante: 1-40 peptide signal et 41-276 module
catalytique CSN de Streptomyces sp. N174; 277-292 a. a. codes la sequence synthetique des
oligonucleotides Pos.Link; 293, a.a. code par une portion du SCM de pTZ18R; 294-401
domaine d'attachement CBDcex de C. fimi. Le site de clivage du peptide signal est indique par
une fleche simple. Le domaine d'attachement a la cellulose est souligne. La region jouant Ie
role d'espaceur entre les modules CSN et CBDc^ est soulignee d'une ligne double.
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3.2 Expression des senes de fusion dans 5'. lividans TK24
3.2.1 Detection de 1'expression des genes de fusion sur milieu de culture solide
chitosane-agar
Suite a la transformation des genes de fusion dans Streptomyces Uvidans TK24, les souches
recombinantes ont ete cultivees sur milieu solide chitosane-agar. Apres 48-72 heures
d'incubation a 30 C, une zone d'eclaircissement a ete observee pour chacune des souches
recombinantes. La souche S. lividans TK24 (pRL270) a ete utilisee comme temoin positif.
Cette souche porte Ie gene csn de type sauvage et secrete de fa^on efficace 1'enzyme CSN
(Masson et al., 1993). La souche S. lividans TK24 (pFD666) a ete utilisee comme temoin
negatif. Ces resultats sont presentes a la figure 3.22. La presence d'une zone d'eclaircissement
autour des colonies formees par les souches recombinantes est une premiere indication que les
genes de fusion sont exprimes et permettent la production d'enzymes capables d'hydrolyser Ie
chitosane. Cette figure presente egalement 1'expression des genes de fusion csn-cbdcex et csnB-
cbdcex par les souches S. lividans (pATS390) et S. lividans (pBP200B) respectivement. Les
sequences en acides nucleiques de ces genes de fusion ainsi que les sequences en acides
amines deduites pour les proteines de fusion sont presentees en annexe 2.
3.2.2 Production des enzymes de fusion en milieu de culture chitosane liquide
Les souches recombinantes ont ensuite ete cultivees en milieu chitosane Uquide. Tout au long
des cultures, des echantillons de sumageant ont ete preleves a differents temps et la quantite de
proteines totales de meme que 1'activite chitosanolytique de ces sumageants ont ete
determinees.
La figure 3.23 montre revolution de ces deux parametres pour les souches S. lividans TK24
(pBP201) et 5'. Uvidans TK24 (pBP251), cultivees en erlenmeyers de 41. Ces resultats sont
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representatifs de ceux obtenus pour les cultures de 1'ensemble des souches recombinantes. On
peut voir que 1'activite chitosanolytique et la quantite de proteines totales des sumageants
evoluent de fagon parallele jusqu'a la chute de 1'activite chitosanolytique. Cette meme
evolution en parallele a ete observee par Boucher pour 1'enzyme CSN de type sauvage lorsque
produite par S. lividans (pRL270) . Apres la chute d'activite, on observe une augmentation de
la quantite de proteines totales. Ces resultats nous permettent de penser que la chute d'activite
coincide avec une augmentation de la production des proteases extracellulaires endogenes,
lesquelles degradent les enzymes chitosanolytiques. Cette hypothese concorde avec celle emise
par Masson et al. (1993) pour expliquer la diminution de 1'activite chitosanolytique des
surnageants lors de 1'expression du gene csn sauvage dans S. lividans TK24 (pRL270).
Dans la plupart des cultures executees en erlenmeyers de 4 1, 1'activite maximale dans les
surnageants a ete atteinte apres 100 heures (+/- 20 h) de culture. Lors d'un essai en bioreacteur
automatise, ce maximum a ete atteint plus rapidement, soit autour de 55 h. Le suivi de
1'activite chitosanolytique et de la concentration en proteines totales du sumageant obtenu lors
de cette experience est presente a la figure 3.24. Comme Ie demontre ces resultats, les deux
parametres varient encore une fois de fa^on parallele dans la premiere partie de la culture.
Les activites maximales et les concentrations maximales de proteines ont varie d'une culture a
1'autre. Les activites chitosanolytique observees varient de 0.9 a 3 U par ml. Toutefois peu de
conclusions peuvent etre tirees par comparaison des niveaux atteints avec les differents genes
de fusion puisque des variations du meme ordre (3 U/ml versus 1.5 U/ml) ont ete observees
pour 2 cultures de la meme souche recombinante, soit S. lividans (pBP251).
Les principales conclusions a tirer de ces suivis de cultures sont: 1- En debut de culture,
1'activite chitosanolytique et la concentration des proteines totales varient de fa9on parallele
pour les enzymes de fusion etudiees. 2- L'expression des genes de fusion entraine une
Boucher, I. , communication personnelle orale, mat 1996.
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augmentation de 1'activites chitosanolytiques des surnageants qui est inferieure de 4 a 5 fois a
celles obtenues par 1'expression du gene csn de type sauvage^.
Brzezinski, R., communication personnelle oralejuin 1997.
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1- 5'. lividans TK24
2- S. lividans TK24
3- S. lividans TK24
4- S. Uvidans TK24
5- S. Uvidans TK24
6- S. Uvidans TK24








1- S. lividans TK24 (pBP204)
2- S. lividans TK24 (pBP251)
3- S. Uvidans TK24 (pFD666)
4- 5'. lividans TK24 (pBP201)
5- S. Uvidans TK24 (pBP202)
6- S. lividans TK24 (pATS390)
7- S. lividans TK24 (pBP200B)
Rgure 3.22= Detection de 1-aet.v.te chUosanoIytique dos souches reco.binantes sur
m!lleuxde_culture solide agar-chitosane-La s0"^ .. U^ TK24 (pRL27o7porteZ
se!Z de^e_sauva^ J°- done le ^ de te.oin posiUf. La souche S: U^ans
?0666) porte 1c vecteur d.expression sans insert etjoue ,e role de te.oin negat,f~Le^
l^tureestlnitialement opaque dfi'la presence de chitosane ^w^^^






























Figure 3.23: Suivis des cultures de A) S. lividans TK24 (pBP201) et B) S. lividans TK24
(pBP251) cultivees en erlenmeyers de 4 1. Cultures de 0.5 1 en erlenmeyers de 4 1, a 30 °C




































Figure 3.24: Suivi de la culture de S. lividans TK24 (pBP202) en bioreacteur automatise.
Culture batch de 1.2 1 dans un bioreacteur automatise BIOFLO ffl, de New Bmnswick
Scientific. Agitation de 350 rpm et aeration de 4 1 d'air/ min.
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3.2.3 Electrophorese des proteines totales sur gel de polyacrylamide-SDS denaturant
Les poids attendus des enzymes de fusions ont pu etre calcules en faisant 1'approximation du
poids molaire des a.a. a 110 g/mol. Les poids ainsi calcules sont presentes dans Ie tableau 3.1.
Pour verifier la presence des proteines de fusion dans les sumageants, des echantillons de
proteines totales ont ete soumis a une electrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS
denaturant et colorees au bleu de commassie. Les figures 3.25 a 3.27 presentent les resultats
obtenus par ce type d'analyse.






















(*) Ces donnees correspondent au nombre d'acides amines des proteines matures, done apres






1- Standard de proteines
2- Chitosanase de type sauvage
3- Surnageant de culture apres 24 h
4- Surnageant de culture apres 48 h
5- Sumageant de culture apres 72 h
6- Sumageant de culture apres 96 h
7- Sumageant de culture apres 117 h





1- Chitosanase de type sauvage
2- Standard de proteines
3- Sumageant de cultures apres 12 h
4- Sumageant de cultures apres 24 h
5- Sumageant de cultures apres 36 h
6- Sumageant de cultures apres 48 h
7- Sumageant de cultures apres 60 h
8- Sumageant de cultures apres 72 h
Figure 3.25: Electrophorese, sur gel de polyacrylamide-SDS denaturant, des proteines
totales contenues dans les surnageants de culture de A) S. lividans TK24 (pATS390) et B)

















1- Standard de proteines
2- Chitosanase de type sauvage
3- Surnageant de culture apres 12 h
4- Surnageant de culture apres 24 h
5- Surnageant de culture apres 36 h
6- Surnageant de culture apres 48 h
7- Sumageant de culture apres 60 h
8- Surnageant de culture apres 72 h
1- Standard de proteines
2- Chitosanase de type sauvage
3- Sumageant de culture apres 48 h
4- Sumageant de culture apres 72 h
5- Sumageant de culture apres 96 h
6- Sumageant de culture apres 120 h





1- Standard de proteines
2- Chitosanase de type sauvage
3- Sumageant de culture apres 18 h
4- Sumageant de culture apres 40 h
5- Sumageant de culture apres 62 h
6- Sumageant de culture apres 86 h
7- Sumageant de culture apres 120 h
Figure 3.26: Electrophorese, sur gel de polyacrylamide-SDS denaturant, des proteines
totales contenues dans les surnageants des cultures de A) S. lividans TK24 (pBP201), B)
S. lividans TK24 (pBP202) et C) S. lividans TK24 (pBP204). La quantite de proteines totales
par puits est de 5 p,g.
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6 7kDa 12345
1- Standard de proteines
2- Chitosanase de type sauvage
3- Sumageant de culture apres 48 h
4- Sumageant de culture apres 72 h
5- Sumageant de culture apres 96 h
6- Surnageant de culture apres 120 h
7- Sumageant de culture apres 192 h
Figure 3.27: Electrophorese, sur gel de polyacrylamide-SDS denaturant, des proteines
totales contenues dans Ie surnageant de la culture de S. lividans TK24 (pBP203). La
quantite de proteines totales par puits est de 7jj,g.
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Une premiere observation qui ressort de 1'ensemble des analyses par electrophorese des
proteines totales des surnageants est la presence d'une bande importante migrant aux environs
de 30 kDa de meme que la presence de bandes de plus faible intensite migrant aux environs de
40 kDa, soit Ie poids attendu des proteines de fusion.
Les resultats ont ete regroupes en trois figures sur lesquelles les analyses ayant des traits
communs ont ete regroupees.
D'abord la figure 3.25 presente 1'analyse des sumageants qui contiennent les plus grandes
proportions de proteines migrant aux environs de 40 kDa. En A, 1'analyse des proteines
produites par S. lividans (pATS390) montre qu'apres 24 h de culture, la proportion de
proteines migrant aux alentours de 30 et 40 kDa est d'environ 1:1. Par la suite, avec Ie temps
de culture qui augmente, cette proportion augmente egalement. Sane (1995) a obtenu des
resultats comparables avec cette meme souche. De plus, il a clairement identifie la presence du
module catalytique dans les bandes de 30 et 40 kDa par immunodetection. Ceci suppose done
que la proteine de 40 kDa serait la proteine de fusion CSN-CBDc^ et que celle de 30 kDa
serait un produit de degradation contenant Ie module CSN. Rappelons que les modules CSN et
CBDcex ont un poids moleculaire attendu de 26.6 et 11.9 kDa respectivement. Sane (1995) a
egalement propose que la proteine de fusion serait clivee dans la region amorphe qui separe les
domaines CSN et CBDcex- L®s bandes qui migrent aux dessus de 45 kDa ne reagissent pas
avec 1'anticorps dirige contre la chitosanase. II s'agit probablement de proteines extracellulaires
produites de fa^on endogene par 5'. Uvidans.
En B, 1'analyse des proteines produites par la souche S. lividans (pBP251) montre une forte
presence de proteines migrant aux environs de 45 kDa. Meme si une analyse par
immunodetection n'a pas ete realisee pour verifier la nature de cette proteine, nous pouvons
penser qu'il s'agit de la proteine de fusion CSN-G-XBD. Comme pour CSN-CBDce^, 1'intensite
de la bande a 45 kDa diminue avec Ie temps alors que celle de 30 kDa augmente. Cette bande
d'environ 30 kDa pourrait etre un produit de degradation equivalent a celui observe pour
1'enzyme CSN-CBDcejc. D'autres bandes mineures peuvent etre observees incluant les bandes
typiques migrant aux dessus de 45 kDa.
La figure 3.26 presente 1'analyse des proteines extracellulaires produites par trois souches pour
lesquelles pratiquement aucune bande a 40 kDa n'est observee. Une bande principale est
to uj ours presente a 30 kDa, et correspond probablement aux produits de degradation des
enzymes CSN-G-CBDc^ (A), CSN-PT-CBDc^ (B) et CSN-POS-CBDc^ (C).
Finalement la figure 3.27 montre 1'analyse des proteines extracellulaires produites S. lividans
(pBP203). Cette analyse montre la presence d'une tres faible proportion de proteines migrant
aux environs de 40 kDa alors que la culture est agee de 48 et 72h. La particularite de cette
culture est sa production des proteines d'environ 27, 30 et 32 kDa. n s'agit probablement de
trois produits de degradation de la proteine de fusion CSN-NEG-CBDcejc- Des proteines
migrant au dessus de 45 kDa sont encore observables.
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3.3 Etude des enzymes de fusion en bioreacteur
3.3.1 Evaluation du volume mort des colonnes
Le volume mort des colonnes correspond au volume non occupe par la phase solide. C'est Ie
volume que la solution de substrat occupe a 1'interieur du bioreacteur. Ce volume a ete estime
pour Ie type de bioreacteur utilise dans cette etude, c'est a dire un reacteur colonne, tel que
decrit a la section 2.3.2, et contenant 3.5 g de particules de cellulose de 50 microns (Avicel
pHlOl). Suite a une injection instantanee de D-glucosamine a titre de traceur, Ie temps de
residence a ete evalue en mesurant la concentration de glucosamine (par dosage des sucres
reducteurs) a la sortie du bioreacteur. Le debit applique etait de 15 ml/h. Les resultats de cette











Volume cumulatif d'eluat (ml)
Figure 3.28 Determination du volume mort des colonnes. La D.O. est directement
proportionnelle a la concentration de sucres reducteurs.
Ces resultats demontrent que Ie flux a 1'interieur du bioreacteur n'est pas ideal. Les causes les
plus frequentes de deviation du flux par rapport a un flux ideal sont les phenomenes de
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dispersion et de chemin preferentiels (Tchobanoglous, 1987; Coutouly, 1991). Neanmoins, un
volume mort d'environ 2 ml peut etre estime a partir de ces resultats.
L'interet de ce resultat est qu'il permet de mesurer Ie temps de residence du substrat (OH). Ce
dernier est relie au debit (Q) et au volume (V) d'un bioreacteur sont par la relation :
6H=V/Q
Le volume mort estime de 2 ml a un debit de 15 mVh correspond done a un temps de residence
moyen de 8 min. Ce volume mart de 2 ml represente 20% du volume total de 10 ml occupe par
la phase solide et Ie substrat.
Ce temps de residence moyen de 8 min. correspond au temps de reaction a 1'interieur du
bioreacteur. Cette nouvelle donnee permet de calculer 1'activite enzymatique des colonnes.
Toutefois, puisque les enzymes sont liees a un support, celles-ci n'occupent pas tout Ie volume
accessible au substrat. On ne peut done comparer les conditions de reaction enzymatique a
1'interieur d'un bioreacteur a celles utilisees pour determiner 1'activite enzymatique en solution
(tel que decrit a la section 2.2.7). On parle alors "d'unite d'activite enzymatique immobilisee ",
et ces unites ne sont comparables que pour des bioreacteurs de configurations identiques
(volume total, particules de cellulose, etc.)
3.3.2 Etude du niveau d?hydrolyse en fonction du debit du substrat
Le degre d'hydrolyse du chitosane par une chitosanase dans un bioreacteur de type piston est
determine par Ie debit d'alimentation du substrat. Cette premisse a ete verifiee en evaluant Ie
degre d'hydrolyse du substrat apres passage dans les bioreacteurs a differents debits. Les
resultats obtenus sont presentes a la figure 3.29 pour les enzymes CSN-PT-CBDcex et CSN-G-
XBD. Des resultats similaires ont ete obtenus avec les enzymes CSN-G-CBDc^ et CSN-
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CBDcex- Ce type d'experience n'a pas ete fait avec les enzymes CSN-NEG-CBDcgjc et CSN-
POS-CBDc^.
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Debit (ml/h)
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Substrat 3.9 16 30
Debit (ml/h)
48 63 78
Figure 3.29: Variation du degre d?hydrolyse en fonction du debit applique pour les
enzymes A) CSN-FT-CBDc^ et B) CSN-G-XBD. Substrat : echantiUon de substrat non
digere, indique la concentration de sucres reducteurs avant 1'hydrolyse en bioreacteur.
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3.3.3 Stabilite des enzymes en bioreacteur.
La stabilite des enzymes de fusion a ete etudiee en mesurant la quantite de sucres reducteurs
produits par les bioreacteurs enzymatiques utilises plusieurs jours a temperature et debit
constants. Une premiere serie d'experiences a etc conduite a la temperature de 37 C. La figure
3.30 montre les resultats obtenus dans cette condition avec les enzymes CSN-PT-CBDcex et
CSN-G-XBD.
Des resultats similaires ont ete obtenus avec 1'enzymes CSN-CBDce^. La diminution de la
production de sucres reducteurs par les enzymes immobilisees semble suivre une cinetique
exponentielle. Cette particularite est souvent observee pour les enzymes immobilises et dans
ce cas, Ie trace de 1'activite residuelle sur echelle logarithmique en fonction du temps donne
une droite (Prenosil et al., 1987). La figure 3.31 reprend les donnees de la figure 3.30 sous
cette forme semi-logarithmique.
Notons egalement que, pour chacune de ces experiences, des echantillons de produits ont ete
preleves et incubes a 37 C pour une periode de 24 h. Aucune augmentation significative de la
concentration de sucres reducteurs n'a alors ete observee. Ce resultat suggere que les enzymes


























































Figure 3.30 Estimation de la stabilite enzymatique : representation exponentielle pour les
enzymes A) CSN-PT-CBDc,x et B) CSN-G-XBD a 37°C. Les debits appliques etaient de A)
14 mVh et B) 4 ml/h. Les courbes exponentielles ainsi que leurs equations, representent de





























Figure 3.31: Estimation de la stabilite enzymatique : representation semi-logarithmique
pour les enzymes A) CSN-PT-CBDc,x et B) CSN-G-XBD a 37°C. Les debits appliquees
etaient de A) 14 mVh et B) 4 ml/h. Les courbes exponentielles ainsi que leurs equations
representent de maniere satisfaisante les points experimentaux. Les demi-vies calculees sont
aussi indiquees.
96
Des essais a 45 C et 55°C ont egalement ete realises. La figure 3.32 montre les resultats
obtenus avec 1'enzyme CSN-PT-CBDc,x a 45°C.
Des resultats similaires ont ete obtenus avec 1'enzyme CSN-G-XBD (resultats non montres).
Par contre, dans des conditions identiques, 1'enzyme CSN-NEG-CBDcex a demontre une tres





























Figure 3.32 Estimation de la stabilite de 1'enzyme CSN-FT-CBDc^ a 45°C. Le debit
applique etait de 12.5 mVh. Les courbes exponentielles ainsi que leurs equations representent
de maniere satisfaisante les points experimentaux. La demi-vie calculee est aussi indiquee.
Finalement, deux essais a 55 C ont demontre 1'instabilite des enzymes CSN-G-XBD et CSN-












































• CSN-G-XBD •Exponentiel (CSN-G-XBD)
Figure 3.33 Estimation de la stabilite des enzymes A) CSN-G-CBDc,x et B) CSN-G-XBD
a 55 C. Le debit applique etait de 5 ml/h. Les courbes exponentielles ainsi que leurs equations
representent de maniere satisfaisante les points experimentaux. Les demi-vies calculees sont
aussi indiquees.
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3.3.4 Analyse preliminaire des hydrolysats de chitosane par HPLC
Un des interets de produire differentes enzymes de fusion etait de verifier si la nature de
1'espaceur qui separe les module catalytique et d'attachement peut influencer 1'action des
enzyme sur Ie substrat. Pour verifier ce dernier point, il etait prevu d'analyser les hydrolysats
par chromatographie liquide a haute pression.
Malheureusement ce point n'a pu etre atteint par manque de temps. Neanmoins, quelques
analyses preliminaires ont pu etre effectuees. Celles-ci permettent encore une fois de confirmer
1'action des enzymes immobilisees sur Ie chitosane. La figure 3.34 montre les resultats obtenus
par ce type d'analyse pour du chitosane hydrolyse par 1'enzyme CSN-CBDcex immobilisee.
Aucun standard de poids moleculaire n'etant disponible nos seules references sont Ie chitosane
non hydrolyse et la D-glucosamine monomerique. Le temps d'elution du chitosane, tel que
demontre a la figure 3.34, est de 12 minutes tandis que celui de la D-glucosamine est de 19
minutes (resultat non presente).
La colonne de chromatographie utilisee separe les molecules par Ie principe d'exclusion. Le
deplacement du pic de chitosane vers des temps d'elution plus eleves indique done que ce
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Figure 3.34: Resultats preliminaires d'analyse par chromatographie en phase liquide a
haute pression. Solution de chitosane Fluka Low Molecular Weight 0.1%: A) non hydrolysee,
B) hydrolysee par 1'enzyme CSN-CBDcex, immobilisee dans un bioreacteur continu, au debit





Dans la plupart des cas, les manipulations genetiques ont ete realisees en suivant les
recommandations des fournisseurs et les protocoles standards du domaine de la biologie
moleculaire et de la biologie des actinomycetes, abondamment decris par Sambrook (1989) et
Hopwood (1985).
Voici neanmoins une breve discussion des principales adaptations apportees a ces techniques.
D'abord les mutageneses dirigees out ete realisees sur 1'ADN db en suivant un protocole
propose par Deng et Nickoloff (1992). Par comparaison avec leurs travaux, les plasmides
mutes au cours de ce projet etaient a la fois plus longs et plus riches en nucleotides G + C. Ces
deux facteurs ont pour effet d'augmenter la quantite d'energie requise pour denaturer les
molecules d'ADN db. En suivant Ie protocole original, plusieurs essais infructueux ont etc
realises. Ce protocole indique de denaturer 1'ADN plasmidique db en 1'incubant 3 min. a
100°C. Un test de denaturation themiique au cours duquel les plasmides a muter ont ete
denatures et immediatement transformes a demontre qu'apres un traitement de 3 min. Ie taux
de transformation diminuait de moins de 10%, alors qu'apres un traitement de 7 min, ce taux
diminuait d'environ 95% (resultats non presentes). Une adaptation du temps de denaturation a
done etc necessaire pour realiser les mutageneses sur 1'ADN plasmidique db. (Les plasmides
mutes au cours de ce travail etaient constitues du vecteur pALTER porteur des genes de fusion
csn-cbdcex (pALTER390) et csn-g-xbd (pBP151). La taille respective de ces plasmides est
7646 et 8025 pb compare a une taille de 5700 pb pour Ie plasmide mute par Deng et Nickoloff.
De plus les genes csn-cbdcex et csn-g-xbd sont constitues de modules genetiques issus du
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genome d'actinomycetes, done riches en nucleotides G + C tandis que Ie plasmide mute par
Deng et Nickoloff ne porte pas de telle sequence).
L'ajout d'un troisieme oligonucleotide, complementaire sur toute sa sequence et s'appariant
dans une region symetriquement eloignee du site d'appariement des deux autres
oligonucleotides (voir figure 3.8), est un autre ajustement qui semble avoir ameliore Ie taux de
reussite des manipulations de mutagenese. Cette observation n'est pas facile a valider puisque
ce troisieme oligonucleotide est tout a fait complementaire au brin parental servant de matrice
a la replication. De ce fait, son incorporation dans Ie brin nouvellement synthetise n'est pas
verifiable. Neanmoins, la presence de trois sites d'initiation de synthese qui sont disperses sur
la sequence du brin parental servant de matrice, offre la possibilite que trois polymerases
participent a la synthese du nouveau brin. Ceci implique que chacune de ces trois polymerases
ait une plus petite polymerisation a realiser et done que Ie taux de synthese complete du
nouveau brin soit ameliore.
Au niveau du sequen9age partiel des genes de fusion, 1'utilisation d'ADN sb a permis d'obtenir
de meilleurs resultats par rapport a 1'utilisation d'ADN db denature par traitement alcalin. Avec
1'ADN db, un haut taux de compression a ete observe. Ceci permet d'imaginer que, lors des
mutageneses dirigees, peu de polymerases parviennent a repliquer completement la portion
d'ADN qui la separe de 1'oligonucleotide suivant.
L'insertion des petits segments d'ADN, formes par 1'appariement des oligonucleotides
complementaires, a ete facilement realisee en dephosphorylant Ie grand fragment d'ADN
implique (plasmide ouvert) et en phosphorylant les oligonucleotides avant leur appariement.
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4.2 Expression des genes de fusion dans S. lividans TK24
Tel que demontre a la figure 3.22, 1'expression des genes de fusion a pu etre observee en
cultivant les souches recombinantes sur milieu solide chitosane-agar. Sur cette meme figure on
peut egalement observer la variation de la superficie des zones d'eclaircissement pour une
meme souche, soit 5'. lividans TK24 (pBP204). Sur un des petris, cette zone est beaucoup plus
grande que sur 1'autre. Ceci demontre bien que les resultats obtenus par ce type d'experience
sont qualitatifs et que leur reproductibilite depend de 1'homogeneite du milieu de culture et de
la quantite d'inoculum appliquee. Pour cette demiere raison, un gros inoculum de la souche 5'.
lividans TK24 (pFD666) a ete appliquee pour s'assurer de la validite du controle negatif.
Lors des cultures des souches recombinantes en milieu liquide, revolution de la quantite de
proteines totales et de 1'activite chitosanolytique dans les sumageants sont comparables a
1'evolution observee lors de la culture de la souche S. Uvidans TK24 (pRL270) produisant
1'enzyme csn de type sauvage. Par contre les maximums atteints avec les cultures des souches
recombinantes produisant les enzymes de fusion sont inferieurs de 4 a 5 fois a ceux obtenus en
cultivant la souche recombinante produisant la chitosanase de type sauvage. Plusieurs facteurs
peuvent expliquer cette observation tel que: une transcription et/ou traduction moins efficace
des genes de fusion; des modifications post-traductionnelles; une secretion moins efficace des
enzymes de fusion; une activite specifique reduite des enzymes de fusion par rapport a
1'enzyme de type sauvage; etc.
Les analyses de proteines par electrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS denaturant nous
ont fourni des renseignements supplementaires sur 1'etat des enzymes de fusion dans les
surnageants. Les figures 3.25 a 3.27, permettent d'observer une bande majoritaire aux environs
de 30 kDa, ce qui correspond au poids moleculaire de la chitosanase de type sauvage, et ce
pour les six enzymes de fusion etudiees. Ces observations suggerent que les enzymes de fusion
sont proteolysees au niveau de la jonction entre les modules catalytique et d'attachement. Des
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experiences supplementaires de reconnaissance des bandes a 1'aide d'anticorps didges contre
les modules catalytique et d'attachement permettraient de s'assurer de 1'origine des bandes
observees. Sane (1995) a realise ce type d'etude pour 1'enzyme CSN-CBDcex a 1'aide
d'anticorps reconnaissant Ie domaine catalytique CSN. Cette etude lui a permis de constater
que les bandes observees a 30 et 40 kDa sont bien des proteines portant Ie module CSN.
Notons finalement que Paradis et al. (1996) ont observe Ie meme phenomene lors de la
production de la xylanaseA de type sauvage chez S. lividans. Cette enzyme etant elle aussi
clivee au niveau de 1'espaceur.
Toujours selon les resultats presentes aux figures 3.25 a 3.27, les enzymes CSN-CBDcejc et
CSN-G-XBD seraient les plus resistantes a ce phenomene de proteolyse puisque des bandes
plus fortes aux alentours de 40 kDa sont observees.
La presence d'une bande migrant aux environs de 45 kDa et la resistance de 1'enzyme CSN-G-
XBD face aux phenomenes de proteolyse suspectes sont deux facteurs qui suggerent que
1'enzyme en question est glycosylee. La glycosylation des espaceurs a deja ete obseryee. Ong et
al. (1994) rapporte que la glycosylation de 1'espaceur PT, contenu dans la proteine PT-CBDcex.
entrame des differences de poids moleculaires de 1'ordre de 0.6 a 4.0 kDa. Dans ce cas, seul
1'espaceur est glycosyle. La glycosylation peut proteger, par un phenomene d'encombrement
sterique, la region amorphe de 1'espaceur centre 1'attaque des proteases.
Dans Ie cas des enzymes CSN-G-CBD^, CSN-PT-CBDc^, CSN-POS-CBDc^, une bande
tres faible peut etre observe aux environs de 40 kDa (figure 3.26). Ces resultats indiquent que
ces trois enzymes semblent plus susceptibles a 1'attaque des proteases.
II est surprenant que 1'enzyme CSN-G-CBD ne soit pas produite efficacement puisqu'elle
possede Ie meme espaceur que la proteine CSN-G-XBD.
Communication personnelle orale de Boucher, I., juin 1996.
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Concernant 1'enzyme CSN-PT-CBD, notons que la glycosylation de 1'espaceur PT a ete
observee par Ong et al. (1994) en produisant les proteines dans S. lividans. U etait done
pressenti d'observer une glycosylation de la proteine CSN-PT-CBDcgjc- L'analyse par
electrophorese de cette proteine permet effectivement d'observer une faible bande migrant aux
environs de 45 kDa alors que Ie poids calcule de CSN-PT-CBD est de 41,3 kDa.
Pour tous les genes dont nous avons discutes jusqu'ici, la bande de degradation principale
observee migre aux environs de 30 kDa, ce qui correspond au poids de la chitosanase de type
sauvage. Dans Ie cas de 1'enzyme CSN-NEG-CBD (voir figure 3.27) on observe une faible
bande aux alentours de 40 kDa mais surtout la presence de trois bandes de fortes intensites
migrant aux environs de 27, 30 et 32 kDa. Pour cette enzyme, il semble done y avoir deux sites
de proteolyses situes a une courte distance 1'un de 1'autre et probablement a la jonction des
modules catalytique et d'attachement
Dans leur ensemble, les resultats obtenus par electrophorese des proteines totales nous
indiquent clairement 1'instabilite des enzymes modulaires lors de leur production par S.
lividans TK24. Les proteines de fusion semblent fortement susceptibles a 1'action des
proteases. De plus les enzymes produites avec la plus grande efficacite sont les enzymes CSN-
CBDc^et CSN-G-XBD.
Pour etudier plus a fond ce phenomene de proteolyse, des experiences d'immunodetection a
1'aide d'anticorps diriges contre Ie domaine catalytique et les domaines d'attachement seraient
d'interet. Une separation des peptides par chromatographie d'exclusion permettrait aussi de
purifier les peptides dives et de sequencer leur extremite N-terminale. Dans Ie cas ou un site
de clivage preferentiel serait observe, ce genre d'etude pourrait mener a la mutagenese de la
region genetique codant pour les acides amines impliques. Ceci permettrait d'augmenter la
resistance de 1'enzyme face aux proteases. Puisque toutes ces etapes necessitent du materiel et
du temps non negligeable, il est preferable de determiner 1'enzyme qui correspond Ie mieux
aux besoins et d'entreprendre ce genre de travaux pour cette enzyme seulement.
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4.3 Etudes des enzymes modulaires en bioreacteur
Malgre la faible quantite de certaines enzymes sous leur forme modulaire complete, chacune, a
1'exception de CSN-POS-CBD, a pu etre immobilisee sur un support de cellulose. (Dans Ie cas
de 1'enzyme avec 1'espaceur POS, des contraintes de temps expliquent qu'aucune experience
d'immobilisation n'ait ete effectuee). Sous leur forme immobilisee, chacune des enzymes a
demontre une action d'hydrolyse sur Ie chitosane.
Cette premiere constatation suggere la presence d'enzyme modulaire complete dans tous les
sumageants utilises pour les immobilisations. Ceci malgre les resultats d'analyses des proteines
totales par electrophorese qui indiquaient, dans plusieurs cas, la faible quantite de proteine
migrant aux poids attendus des enzyme de fusion. Cette observation suggere que la
transcription / traduction complete des genes de fusion est possible.
Tel qu'attendu, Ie taux d'hydrolyse du substrat en bioreacteur varie en fonction du debit
applique. L'analyse par HPLC demontre clairement que 1'augmentation de la concentration de
sucres reducteurs est due a 1'hydrolyse du chitosane dont Ie pic d'elution est deplace vers des
temps d'elution superieurs (separation par chromatographie d'exclusion).
Nous avons aussi pu demontrer que la stabilite des enzymes immobilisees est superieure, a
37°C, a celle de 1'enzyme sauvage en solution. Les essais a 45 et 55°C demontrent une chute
rapide de la stabilite des enzymes a ces temperatures. L'augmentation de la thermostabilite des
enzymes serait un avantage considerable puisque la solution de chitosane est visqueuse et
qu'une augmentation de la temperature permettrait d'augmenter les concentrations appliquees
lors des essais en bioreacteurs.
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Dans leur ensemble, les resultats de 1'etude des enzymes en bioreacteurs ne permettent pas de
conclure qu'une enzyme se demarque des autres en terme de stabilite. Neanmoins, il apparait




Les resultats obtenus dans cette etude demontrent clairement la possibilite d'utiliser des
chitosanases modulaires munies d'un domaine d'attachement a la cellulose dans I'elaboration
d'un precede d'hydrolyse du chitosane en continue.
Parmi les principaux avantages d'un tel precede, notons: 1- la possibilite d'ajuster Ie degre
d'hydrolyse en faisant varier Ie debit d'ecoulement du substrat; 2- 1'utilisation extensive (ou
repetee) des enzymes immobilisees; 3- 1'augmentation de la stabilite des enzymes
immobilisees par rapport aux enzymes en solution; 4- la generation de produits exempts
d'enzyme. Dans cette etude, ces quatre aspects ont tous ete valides pour 1'utilisation de
chitosanases modulaires immobilisees sur support de cellulose.
Six genes de fusion ont ete crees et exprimes dans S. Uvidans TK24. Les six enzymes
modulaires qu'ils generent presentent une variete de possibilites d'espaceurs et de module
d'attachement. Une etude extensive de ces proteines devrait permettre de verifier I'influence
des domaines espaceur et d'attachement sur la stabilite et 1'activite des enzymes modulaires.
Entre autre, il serait interessant d'observer une influence sur la specificite des enzymes face au
substrat qui permettrait de favoriser la reconnaissance et 1'hydrolyse des grandes molecules de
substrat au detriment des petites molecules.
Finalement il sera important d'ameliorer Ie taux de production d'enzymes modulaires intactes
pour que ce systeme soit pleinement avantageux par rapport a la liaison covalente des enzymes
par moyen chimique. Pour 1'instant, Ie systeme d'enzymes modulaires presente Ie grand
avantage de permettre une immobilisation par simple contact des particules de cellulose avec
les surnageants de culture. En centre partie, une trap faible quantite d'enzymes immobilisables
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Figure A-l: Carte physique du plasmide pBP200B. Seuls les sites de restriction presents a
deux positions ou moins sont representes. Oril = origine de replication d'£. coli; ori2 =
origine de replication du phage M13 ; ori3 = origine de replication du plasmide pJVl de
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Figure A.4: Carte physique du plasnude pUC19c,n-n^.cMcex. seuls les sites de
fiction presents a deux positions ou mains sent represent. Amp : gene de resistance^a
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Figure A.6: Carte physlque du plasmide pVC19csn.pw.cbd^. Seuls les sites de
restriction presents a deux positions ou moins sont representes. Amp : gene de resistance a
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Figure A-8: Sequence genetique du gene de fusion csn-cbd et sequence d'acides amines
deduite. La composition en a.a. est la suivante: 1-40 peptide signal et 41-276 module
catalytique csn de Streptomyces sp. N174; 277-282 a.a. codes par une portion du SCM de
pTZ18R; 283-390 domaine d'attachement a la cellulose de C. fimi. La region correspondante























Figure A-9: Sequence genetique du gene de fusion csnB-cbd et sequence d'acides amines
deduite. La composition en a. a. est la suivante: 1-40 peptide signal et 41-276 module
catalytique CSN de Streptomyces sp. N174; 277, a.a. code par Ie codon mute lors de la
creation du site de restriction BcH. par mutagenese dirigee; 278-282 a. a. codes par une portion
du SCM de pTZ18R; 283-390 domaine d'attachement CBDcex de C. fimi. La region
correspondante au CBD est soulignee. Le site de clivage du peptide signal est indique par une
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